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 ABSTRAK 
 
UJI PRESIPITASI KALSIUM KARBONAT (CaCO3) BAKTERI 
UREOLITIK DARI GUA KEMBAR DI KAWASAN 
 KARST MALANG, JAWA TIMUR  
 
Bakteri Ureolitik merupakan bakteri yang memiliki potensi dalam 
mempresipitasi kalsium karbonat (CaCO3) melalui hidrolisis urea dari enzim 
urease yang dihasilkannya. Bakteri ini memiliki potensi sebagai agen dalam 
bahan konstruksi beton yang bisa  memperkuat struktur beton. Penelitian ini 
bertujuan untuk mengisolasi, mengkarakterisasi, dan menguji kemampuan 
presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) bakteri dari kawasan karst gua Kembar 
Kabupaten Malang, Jawa Timur. Sample tanah diisolasi dan dipurifikasi di 
media CCP (Calcium Carbonate Precipitation), selanjutnya isolat murni diuji 
dalam media urea agar untuk mengetahui bahwa isolat bakteri memiliki 
aktiviats enzim urease.  Bakteri ureolitik diuji kemampuannya dalam 
presipitasi CaCO3 diinkubasi di media cair NB-U/Ca selama 7 hari dengan 
suhu 30
0
C pada kecepatan 130 rpm. Bakteri diidentifikasi secara 
makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia. Hasil penelitian memperoleh 10 
isolat bakteri ureolitik yang diisolasi dari gua Kembar, didapatkan enam 
genus bakteri ureolitik. Hasil uji kemampuan presipitasi iolat bakteri 
menunjukkan bahwa seluruh isolat memiliki kemampuan presipitasi kalsium 
karbonat yang bervariasi, dengan berat presipitat tertinggi dihasilkan oleh 
isolat ZG2c (genus Bacillus) dan berat presipitat terendah dihasilkan oleh 
isolat ZT5a (genus Klebsiella). Penelitian ini menunjukkan isolat bakteri 
ureolitik yang didapatkan dari gua Kembar memiliki kemampuan dalam 
mempresipitasi kalsium karbonat (CaCO3), dengan demikian bakteri ureolitik 
bisa dimanfaatkan dalam memperbaiki struktur beton yang retak untuk 
dimanfaatkan dalam teknologi biogrouting. 
 
 Kata Kunci : Bakteri Ureolitik, Kalsium karbonat, Tanah gua, Urease 
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ABSTRACT 
 
PRECIPITATION TEST OF CALCIUM CARBONATE (CaCO3) 
UREOLYTIC BACTERIA FROM KEMBAR CAVE IN THE 
AREA KARST MALANG, EAST JAVA 
 
Ureolytic bacteria are bacteria that have the potential to precipitate calcium 
carbonate (CaCO3) through the hydrolysis of urea from the urease enzyme it 
produces. This bacterium has potential as an agent in concrete construction 
materials that can strengthen concrete structures. This study aims to isolate, 
characterize, and test the ability of the calcium carbonate (CaCO3) 
precipitation of bacteria from the karst area of the Twin Cave in Malang 
Regency, East Java. Soil samples were isolated and purified in CCP (Calcium 
Carbonate Precipitation) media, then pure isolates were tested in urea media 
in order to find out that bacterial isolates had urease enzyme activity. 
Ureaolytic bacteria were tested for their ability to CaCO3 precipitation 
incubated in NB-U / Ca liquid media for 7 days at 30
0
C at 130 rpm. The 
results obtained 10 isolates of ureolytic bacteria identified in six genera of 
ureolytic bacteria. The results of the bacterial iolate precipitation test showed 
that the isolates had varied precipitation capabilities, with the highest weight 
of precipitate produced by isolate ZG2c (genus Bacillus) and the lowest 
weight of precipitates produced by ZT5a isolate (genus Klebsiella). This 
study shows the genus of ureolytic bacteria obtained from the Twin Cave has 
the ability to precipitate calcium carbonate (CaCO3), thus ureolytic bacteria 
can be utilized in repairing cracked concrete structures for use in biogrouting 
technology. 
 
 Keywords: Ureolytic Bacteria, Calcium Carbonate, Cave Soil, Urease 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Karst adalah istilah bahasa Jerman yang telah diturunkan dari bahasa 
Slovenia (kras) yang memiliki arti lahan gersang yang berbatu. Namun di 
negaranya sendiri karst tidak berkaiatan dengan batu gamping namun lebih 
diartikan sebagai bentuk lahan yang dihasilkan dari proses pelarutan (Haryono 
dan Adji, 2004). Kondisi hidrologi di dalam karst memiliki ciri yang khas hal 
ini disebabkan oleh batuan yang mudah larut serta adanya porositas sekunder 
yang berkembang baik (Ford and Williams, 1992).  
Karst memiliki dua bentukan morfologi yaitu eksokarst dan endokarst. 
Salah satu pembentukan dari aktivitas morfologi endokarst ini adalah gua. 
Umumnya gua sendiri dibentuk oleh reaksi asam karbonat dan beberapa 
terbentuk oleh proses speleogenesis asam sulfat (Palmer, 1991). Beberapa gua 
memiliki ciri khas khusus dari adanya banyak ornamen-ornamen yang 
terbentuk di dalamnya. Ornamen (speleothem) merupakan bentukan-bentukan 
yang dihasilkan oleh proses pelarutan dan sedimentasi. Beberapa jenis 
ornamen yang ada dalam gua adalah stalactite, stalacmite, coloumn, drapries, 
dan flowstone (Jennings, 1985).  
Salah satu contoh gua yang memiliki bentuk fisik dengan banyak ornamen 
akibat aktivitas biologi maupun kimia adalah gua Kembar yang berada di 
kawasan karst Malang, Jawa Timur. Gua ini memiliki beberapa jenis ornamen 
di dalamnya seperti moonmilk, stalagmit, flowstone, rimstone, gourdam dan 
kanopi meskipun yang mendominasi adalah stalagtit (IMPALA UB, 2012). 
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Proses pembentukan karst hingga membentuk gua dan ornamen-ornamen 
di dalamnya berkaitan erat dengan proses pelarutan batu gamping atau 
kalsium karbonat (CaCO3). Berkurang atau  meningkatnya kelarutan kalsium 
karbonat (CaCO3) dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu faktor abiotik yang 
meliputi evaporasi, perubahan suhu dan tekanan, sedangkan faktor biotik yang 
mempengaruhi adalah aktivitas presipitasi yang dilakukan oleh mikroba. 
Faktor biotik oleh mikroba ini memiliki pengaruh yang melebihi pengaruh 
abiotik di lingkungan ini sendiri (Castanier et al. 2000). 
Aktivitas presipitasi CaCO3 oleh bakteri merupakan suatu proses 
biomineralisasi (Tang and Dove, 1997). Presipitasi mineral karbonat 50% 
dibantu oleh beberapa mikroorganisme sementara mineral fosfat dibantu oleh 
species mikroba tertentu (Sarayu et al., 2014). Presipitasi CaCO3 oleh bakteri 
ini dilakukan melalui hidrolisis urea pada bakteri yang dipengaruhi aktivitas 
enzim urease (Dhami et al., 2014). Enzim urease bertugas mengkatalis 
hidrolisis urea untuk memproduksi ammonia dan ion karbonat (Mobley dan 
Hausinger, 1989). Ion karbonat yang dihasilkan akan dilepaskan dan mengikat 
ion kalsium CaCl2 dengan mempresipitasikan CaCO3 hingga terjadi proses 
sementasi dengan terbentuknya kristal CaCO3 (Lee, 2003). Enzim urease ini 
akan meningkatkan pH melalui ammonia yang dihasilkan dari hidrolisis urea 
dan konsentrasi karbonat yang kemudian dikombinasikan dengan kalsium di 
lingkungan untuk mempresipitasi kalsium karbonat (Hammes et al., 2003; 
Muynck et al., 2010). Bakteri yang mampu menghasilkan enzim urease ini 
disebut sebagai bakteri ureolitik. Bakteri ini mensintesis molekul organik yang 
ada pada dirinya melalui fiksasi karbon dioksida untuk menghasilkan sumber 
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makanan atau energi bagi mereka. Karena terbatasnya nutrisi dan energi dalam 
gua yang menghambat produksi bahan organik utama bagi kelangsungan 
hidup mereka. Bakteri-bakteri yang mampu menghidrolisis urea sebagai 
sumber energi mereka hingga  terjadi presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) 
antara lain Bacillus magaterium, Bacillus pumilis, Bacillus sphaericus, 
Bacillus cereus, Staphylococcus sp., Brevibacillus brevis, Pasteurella sp. 
(Cacchio et al., 2003; Komala dan Khun, 2003). 
Hasil isolasi bakteri oleh Febria (2015) di gua Baba Sumatera Barat dari 
stalaktit dalam, stalaktit luar, batu gamping, dan flowstone  didapatkan 42 
isolat bakteri. Isolat bakteri yang didapatkan merupakan bakteri yang memiliki 
kemampuan tumbuh dimedia B4 yang kaya akan urea, dari keseluruhan isolat 
tersebut terdapat 10 isolat yang memiliki kemampuan tumbuh dalam medium 
urea agar yang merupakan hasil isolasi dari flowstone, sedangkan pada 
penelitian Cacchio dan Ercole (2003) mendapatkan 31 isolat bakteri dari dua 
tempat, 22 isolat didapatkan dari stalaktit gua Stiffe dan sembilan isolat dari 
tanah lempung yang digunakan dalam konstruksi pembuatan batu bata diambil 
di dekat Alessandria (Italia Utara). Hasil pengamatan mikroskopis di bawah 
kondisi laboratorium dalam medium B-4 menunjukkan bahwa sebagian besar 
isolat (45,9% dari tanah dan 95,6% dari gua) mampu membentuk crystalline 
CaCO3 salah satu isolatnya yaitu Bacillus megaterium. 
Presipitasi kalsium karbonat merupakan fenomena umum didunia bakteri 
dan pada kondisi yang sesuai sebagian besar bakteri mampu mengendapkan 
kristal kalsit (Boquet at al, 1973). Kemampuan tersebut dapat dimanfaatkan 
bakteri dalam mengendapkan karbonat dalam restorasi batu kapur konservatif 
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di bangunan-bangunan bersejarah dan monumen sculptural (Castanier et al, 
1999). Kemampuan bakteri ini berfungsi untuk memperbaiki retakan dalam 
formasi batuan khususnya di reservoir minyak (Stocks Fischer et al, 1999). 
Semua pengaplikasian ini didasarkan pada penggunaan material yang dibentuk 
oleh metabolisme bakteri yang terlibat dalam pembentukan batu kapur di 
alam. 
Sesungguhnya tidak ada yang sia-sia dari apa yang telah diciptakan Allah 
SWT didunia ini melainkan punya manfaat sekecil apapun itu, seperti 
diciptakannya mikroorganisme yang ada di dalam gua pasti memiliki manfaat 
kepada umat manusia. Seperti halnya firman Allah dalam QS. Ali Imran/3; 
191 (Departemen Agama RI, 2009) :
َنيِذَّلا َنوُزُكْذَي َوَّللا يِقٰاًم اًدىُعُقَو لَعَوٰي ْمِهِبىُنُج َنوُزَّكَفَتَيَو ًِف ِقْلَخ مَّسلاٰوِٰت ِضْرَأْلاَو اَنَّبَر 
اَم َتْقَلَخ هٰاَذ بٰاًلِط حْبُسَٰكَن اَنِقَف َباَذَع ِراَّنلا ۞ 
Artinya : “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau 
duduk atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan 
tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): “Ya Tuhan 
Kami, Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha 
Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa api neraka” 
Beberapa penelitian yang pernah dilakukan menjelaskan bahwa bakteri 
dari gua memiliki potensi dalam mempresipitasi CaCO3 yang berperan dalam 
pembentukan ornamen-ornamen gua melalui aktivitas enzim urease yang 
dihasilkannya, meskipun dengan nutrisi yang rendah dalam lingkungan gua. 
Bakteri pembentuk CaCO3 ini disebut sebagai bakteri ureolitik, bakteri ini 
memiliki kemampuan untuk menginduksi CaCO3 pada jumlah tinggi dalam 
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waktu yang cepat. Kemampuan yang dimiliki bakteri tersebut dalam 
presipitasi CaCO3 memiliki banyak manfaat, salah satunya adalah teknologi 
biogrouting pada bangunan serta perbaikan pada monumen batu kapur dan 
patung-patung. Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan isolasi dan 
identifikasi bakteri ureolitik pada gua Kembar di kawasan karst Malang, Jawa 
Timur. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
a. Jenis bakteri ureolitik apa sajakah yang diisolasi dari gua Kembar di 
kawasan karst Malang, Jawa Timur ? 
b. Bagaimana kemampuan presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) dari isolat 
bakteri ureolitik yang diperoleh dari gua Kembar di kawasan karst 
Malang, Jawa Timur? 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
a. Mengetahui jenis bakteri ureolitik yang diisolasi dari gua Kembar di 
kawasan karst Malang, Jawa Timur 
b. Mengetahui kemampuan presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) dari isolat 
bakteri ureolitik yang diperoleh dari gua Kembar di kawasan karst 
Malang, Jawa Timur 
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1.4 Manfaat Penelitian 
Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi mengenai 
jenis bakteri ureolitik dari gua Kembar di kawasan karst Malang, Jawa Timur 
yang memiliki kemampuan presipitasi kalsium karbonat (CaCO3).  Informasi 
ini juga bertujuan sebagai acuan dalam pemanfaatan bakteri ureolitik dalam 
teknologi biogrouting sebagai self-healing concentrate dalam perbaikan beton 
yang retak atau sebagai campuran untuk memperkuat struktur beton. 
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BAB II 
KAJIAN PUSTAKA 
 
2.1 Skrining Gua Kembar Kawasan Karst Malang Untuk Bakteri Ureolitik 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.1 Kolam yang berada di zona gelap Gua Kembar  
Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2019 
 
Gua Kembar merupakan salah satu gua yang terletak di Desa 
Kedungsalam, Kecamatan Donomulyo, Kabupaten Malang yang berada pada 
titik koordinat LS 08° 20’ 56,34‖ BT 112° 26’ 53,48‖ dan elevasi 210 mdpl. 
Disebut sebagai gua Kembar karena memiliki 3 mulut gua yang 
berdampingan. Gua Kembar ini terletak di kawasan hutan produktif perhutani 
(KPH) Malang. Vegetasi yang ada disekitar gua Kembar adalah hutan pohon 
Jati, pisang dan ketela pohon.  Lokasi gua Kembar berada dilembah 
memanjang (karst labirin), yang di dalamnya terdapat gua Sio, gua Maron, 
gua Kerek dan gua Buntet serta memiliki dua cekungan Dolina yang masing-
masing ada mulut gua Kembar (IMPALA UB, 2012). 
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Mulut Kembar 1 memiliki lebar sekitar 15 meter dengan tinggi langit-
langit 7 meter. Kembar 1 merupakan suatu cekungan yang runtuh, dilantai 
nya terdapat bongkahan batu (boulder), kerikil dan lumpur. Kembar 2 
memiliki lebar sekitar 12 meter dan tinggi langit-langit 7 meter, sedangkan 
pada Kembar 3 memiliki ukuran yang lebih kecil dari pada Kembar 1 dan 
Kembar 2. Semua mulut gua ini terhubung dengan ruangan yang besar 
(chamber) (IMPALA UB, 2012). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.2 Beberapa ornamen-ornamen yang ada di Gua Kembar (A) stalagtit dan  
(B) soda straw 
Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 
 
Gua Kembar merupakan salah satu jenis gua horisontal dan sungai tanah 
musiman. Gua ini memiliki panjang 181,17 meter dengan kedalaman air 
anatara 0,2 meter sampai 1,5 meter. Aliran air mengalir dari arah timur ke 
selatan, memiliki endapan pasir, lumpur, dan kerikil pada lantai gua. 
Ornamen di Gua Kembar didominasi oleh stalaktit dengan panjang yang 
hampir menyentuh lantai, namun ada juga ornamen lain seperti moonmilk, 
stalagmit, flowstone, rimstone,gourdam dan kanopi (IMPALA UB, 2012). 
A B
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1. Karst dan Pembentukan Goa  
Karst merupakan bentangan alam yang dibentuk oleh batuan kapur. 
Luas karst di Indonesia sendiri sekitar 15,3 juta hektar atau 20% dari total 
luas di Indonesia. Karst memiliki keunikan ekosistem yang terdiri dari 
endokarst dan eksokarst yang nantinya akan membentuk gua-gua 
(Rahmadi, 2007). Eksokarst sendiri merupakan bagian permukaan yang 
terdiri dari mata air karst, bukit karst, dolina, uvala, polje dan telaga 
sedangkan endokarst terletak dibagian bawah permukaan yang terdiri dari 
mata air bawah tanah dan speleotem (Haryono dan Adji, 2004). Gua 
sendiri terkenal memiliki ciri ekosistem dengan lingkungan yang gelap, 
memiliki fluktuasi suhu, oksigen, dan ketersediaan energi, hal ini 
menjadikan gua sebagai habitat yang unik untuk mikroorganisme (Barton 
et al, 2004).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.3 Profil gua menunjukkan pembagian berbagai tipe zona gua (Modifikasi 
dari Howarth, 1980) 
 
Goa dibagi menjadi beberapa zona yag berbeda berdasarkan 
pada intensitas cahaya dan suhunya (Mohr dan Paulson, 1996). 
Menurut Paulson dan White (1969) setiap goa memiliki tiga zona 
yang berbeda yaitu (i) zona terang yang terletak didekat pintu masuk; 
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(ii) zona tengah dimana relatif cahaya yang masuk sedikit sehingga 
keadaan di goa mulai gelap; (iii) zona gelap dimana kegelapan total 
dan suhu konstan mulai berlaku (Koilraj dan Marimuthu, 1999). 
Gua terbentuk dengan beberapa pengaturan geologi, termasuk dari 
lava, es glasial, tufa vulkanik, lumpur, marmer, bahkan tumpukan batu 
besar (talus). Namun seringkali gua terbentuk dari peleburan batu kapur 
(CaCO3) batuan yang terdiri dari asam lemah dari air hujan, serta 
terbentuk dipermukaan. Meskipun begitu terkadang tetap sulit  untuk 
mengidentifikasi. Untungnya karena dedikasi para penjelajah gua dengan 
petujuk geologis mereka mampu menemukan gua-gua (Barton dan 
Juardo, 2007). 
Terbentuknya gua terdiri dari beberapa jenis karbon seperti kalsit 
(CaCO3) dan yang masih satu komposisi aragonit juga CaCO3, dolomit 
(CaMg(CO3)2) gua dengan komposisi seperti itu digolongkan dalam goa 
jenis umum (Ford dan williams, 1989). Air jenuh CO2 masuk kedalam 
gua dan mengenai atmosfer gua, air yang masuk ini dapat 
menyeimbangkan dengan lingkungan mereka. Sehingga pengendapan 
kalsit atau mineral lain terjadi dengan cara melepaskan CO2. Kalsit dan 
aragonit membentuk 95% semua gua mineral  yang ada (Gillieson, 
1996). Presipitat ini menciptakan berbagai formasi gua yang disebut 
speleothems di dalam bagian gua. 
Sebagian besar juga gua terbentuk oleh asam karbonat yang 
dibentuk oleh beberapa proses yang disebut speleogenesis asam sulfat 
(Palmer, 1991). Mikroorganisme yang berhubungan dengan gas alam dan 
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endapan minyak bumi dapat mengurangi asam sulfat (SO4) atau senyawa 
sulfat seperti anhidrit gipsum (CaSO4) menjadi hidrogen sulfida dalam 
kondisi anaerobik (Orr, 1977). 
2. Presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) oleh mikroba 
Karstifikasi merupakan proses pelarutan dan proses korosi secara 
kimiawi yang disebabkan oleh air pada batuan gamping, gipsum, batu 
garam atau batuan lain yang menyebabkan terbentuknya eksokarst dan 
endokarst  (Summerfield, 1991). 
Proses pelarutan batu gamping  juga dijelaskan oleh Trudgil (1985) 
dalam Haryono dan Adji (2004) pada gambar berikut : 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2.4 Proses pelarutan batugamping  
Sumber : Trudgil, 1985 
Pembentukan karst didominasi oleh pelarutan. Proses awal dari 
pelarutan sendiri yakni melarutnya CO2 di dalam air sehingga 
terbentuk H2CO3 (Maulana, 2011). Larutan H2CO3 mengalami 
ketidakstabilan dalam penguraiannya menjadi H
-
 dan HCO3
2-
. 
Selanjutnya penguraian dilakukan oleh ion H
- 
 untuk menguraikan 
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CaCO3 menjadi Ca
2+
 dan HCO3
2-
. Dari proses tersebut dijelaskan 
dalam reaksi kimia sebagai berikut :                                        
 
 
 
Proses karstifikasi dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya 
faktor pendukung dan faktor pengontrol (Haryono dan Adji, 2004). Faktor 
pengontrol bertujuan untuk mengetahui bisa atau tidaknya karstifikasi 
berlangsung. Sedangkan faktor pendukung berfungsi dalam menentukan 
kecepatan dan kesempurnaan proses karstifikasi. 
Faktor pengontrol : 
1. Batuan mudah larut, kompak, tebal, serta punya banyak rekahan. 
2. Curah hujan cukup (>250 mm/tahun) 
3. Batuan uang telah terekspos di ketinggian yang memilki potensi dalam 
perkembangan sirkulasi air atau drainase secara vertikal. 
Faktor pendorong: 
1. Temperatur 
2. Penutupan hutan atau vegetasi yang lebat 
Jika dilihat dari proses kimia yang membentuk karbondioksida 
(CO2) memiliki peran penting dalam proses pelarutan batu gamping. 
Karbondioksida (CO2) dan air  (H2O) berperan sebagai reaktan untuk 
membentuk ion H
-
 yang berfungsi melarutkan batuan-batuan karbonat. Hal 
ini menunjukkan bahwa semakin besar konsentrasi karbondioksida maka 
akan semakin melarutkan karbonat (Haryono dan Adji, 2004). 
CaCO3 + H2O + CO2                       Ca
2+
+ 2HCO3
2-
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Sumber karbondioksida berasal dari atmosfer yang ada ditanah. 
Sedangkan karbondioksida yang berasal dari tanah tersebut berasal dari 
proses pembakaran bahan bakar fosil yang mengalami oksidasi oleh 
mikroorganisme tanah (Lassard et al, 1994).  
Oksidasi yang dilakukan oleh mikroorganisme dan respirasi 
berpengaruh pada dinamika karbondioksida (CO2) dalam tanah pada 
kawasan karst. Proses karstifikasi ini secara tidak langsung memilki 
dampak positif yakni memanfaatkan karbondioksida (CO2) yang ada 
dalam tanah ke atmosfer sehingga karbondioksida (CO2). Berkurangnya 
intensitas karbondioksida (CO2) dapat mengurangi pemanasan global yang 
disebabkan oleh gas rumah kaca karbondioksida (CO2). Proses karstifikasi 
merupakan salah satu proses penting dalam pembentukan bentang alam 
karena terjadinya penyerapan karbondioksida (CO2) dalam intensitas yang 
cukup besar (Shengyou dan Shiyi, 2002). 
3. Diversitas bakteri dalam gua 
Mikroba yang berada didalam gua beradaptasi dengan mineral di 
sana. Beberapa proses-proses ini membentuk kembali struktur mineral 
dinding gua, lantai, dan langit-langit. Misalnya, dengan membentuk 
speleothems seperti stalaktit dan stalagmit. Saat air merembes melalui 
tanah diatas gua menjadi jenuh karena konsentrasi CO2  menciptakan 
karbon asam lemah yang bereaksi dengan batu gamping dengan cara 
melarutkan CaCO3. Saat air masuk gas atmosfer gua mulai melarutkan 
CaCO3 sehingga mengalami pengendapan untuk menghasilkan formasi 
yang indah (Barton dan Jurado, 2007). 
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Spesies mikroba yang terdapat dalam gua yang telah ditemukan 
dalam penelitian Barton dan Jurado (2007) dapat memobilisasi fosfat 
anorganik, mengoksidasi metana dan hidrogen, serta memperoleh energi 
dengan cara menghidrolisis protein, lipid, dan makromolekul lain dalam 
tubuh mikroba. Setelah dilakukan identifikasi terkait sumber energi 
didalam gua peneliti mulai mengeksplorasi komunitas mikroba yang ada 
didalam goa. 
Temperatur udara yang terdapat digua terkadang memiliki tekanan 
yang tinggi dan kadang rendah. Hal ini dipengaruhi sistem cuaca yang 
bergerak diatas gua. Adanya pertukaran udara yang masuk dalam gua 
dapat menyeimbangkan temperature didalamnya. Sistem gua yang lebih 
besar memiliki kecepatan udara 80 mil per jam. Oleh karena itu pada 
pengecualian tertentu didalam gua tidak mengalami kekurangan gas 
atmosfer didalamnya. 
Nitrogen merupakan nutrisi terbatas di gua  meskipun persyaratan 
energi tinggi untuk fiksasi nitrogen, beberapa peneliti mengidentifikasi 
besar porsi nitrogen dan nitrifikasi spesies dalam populasi mikroba gua 
(Barton dan Jurado, 2007). Ketika spesies mikroba terinduksi presipitasi 
CaCO3 mereka terperangkap didalam matriks mineral yang tersimpan 
didalamnya. Namun tidak dijelaskan bagaimana adaptasi ini memberikan 
keuntungan selektif  apa pada spesies ini. Tapi karbonat yang ada 
didalamnya berperan penting dalam buffering pada proses metabolik dari 
spesies mikroba dan mampu melarutkan material karbonat bahkan saat 
CaCO3 mengendap (Barton dan Jurado, 2007). 
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Gua Mammoth, Kentucky adalah tempat dari sebuah studi pada 
tahun 1989 untuk menentukan kepadatan dan keragaman sel mikroba 
dalam gua terpanjang di dunia (Rusterholtz dan Mallory, 1994). Peneliti 
menggunakan media dengan nutrisi yang  tinggi dan nutrisi rendah untuk 
isolasi koloni bakteri. Koloni yang ada pada media  padat biasanya kecil, 
bundar, dan putih keputihan. Sel pada umumnya memilki batang pendek 
atau coccobacilli. Pewarnaan Gram mengungkapkan mayoritas dari isolat 
yang ada adalah gram positif atau variable gram. 
Isolat yang didapatkan dari Gua Mammoth 92% tumbuh pada pH 9 
dan banyak yang mampu tumbuh pada konsentrasi NaCl setinggi 7,5%. 
Strain bakteri diisolasi di media dengan nutrisi yang rendah menunjukkan 
lebih banyak fleksibilitas sumber karbon ketika diuji untuk pemanfaatan 
sumber karbon tunggal. Semua strain yang dievaluasi menggunakan 11% 
selulosa sebagai sumber karbon tunggal dan 62% di selobiose. Produk 
degradasi selulosa ini bisa menjadi metabolisme yang berguna dalam 
lingkungan dimana sumber karbon organik terbatas dan materi tanaman 
sering diperkenalkan saat hujan. 
Studi kultur tradisional tanah telah mengisolasi spesies bakteri dari 
Clostridium, Bacillus, Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, 
Micrococcus, dan Pseudomonas genera. Genus lain yang biasa ditemukan 
adalah Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Caulobacter, 
Flavobacterium, Hyphomicrobium, Metallogenium, Sarcina, 
Staphylococcus, Streptococcus, dan Xanthomonas (Alexander, 1977; Atlas 
dan Bartha, 1993; Tate, 1995). Penelitian  sebelumnya telah menunjukkan 
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banyak bakteri gua juga ditemukan di tanah dan sedimen permukaan 
termasuk Actinomycetes, Nocarioform, dan Bacillus spp. (Hoffman, 1989). 
Telah diketahui bahwa bakteri gua memainkan peran penting dalam 
pembentukan karst, kualitas perairan akuifer, bioremediasi, dan tentu saja 
dalam produksi primer untuk mendukung ekosistem gua (Hoffman, 1989). 
Telah diketahui untuk beberapa waktu bahwa mikroorganisme gua dapat 
berpartisipasi dalam pengendapan mineral, baik secara pasif dengan 
bertindak sebagai situs nukleasi (Went, 1969), atau aktif melalui produksi 
enzim atau zat yang menyebabkan pengendapan oleh perubahan 
lingkungan mikro. 
 
2.2 Bakteri Ureolitik 
Bakteri yang memiliki kemampuan presipitasi CaCO3 dalam kondisi 
yang sesuai merupakan jenis bakteri ureolitik  Beberapa ulasan  terkait bakteri 
yang mampu menginduksi presipitat CaCO3 oleh Sarayu et al. (2014), bakteri-
bakteri yang telah dilaporkan untuk menginduksi presipitat CaCO3 
didentifikasi sebagai Pseudomonas putida, Arthrobacter sp., Desulfovibrio 
desulfuricans, Phormidium crobyanum dan Homoeothrix crustaceans (Sarayu 
et al., 2014). Dari empat puluh satu bakteri, hanya sedikit yang diketahui 
menghasilkan enzim urease. Sebagian besar bakteri penghasil urease yang 
telah dilaporkan menginduksi presipitat CaCO3 dan telah digunakan untuk 
aplikasi MICP adalah genus Bacillus. Bakteri ureolitik yang telah dilaporkan 
dalam literatur untuk aplikasi MICP adalah Bacillus sphaericus dan 
Sporosarcina pasteurii digunakan untuk mengatasi keretakan beton (De-Belie 
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dan De-Muynck, 2008, Ramachandran et al., 2001, De-Muynck et al., 2008 ); 
Bacillus pseudifirmus dan Bacillus cohnii digunakan pada permukaan beton 
(Jonkers dan Schlangen, 2007, Jonkers, 2007); dan Bacillus cereus dan 
Shewanella sebagai mortar semen (Achal et al., 2011, Achal dan Pan, 2011, 
Ramachandran et al., 2001). 
Salah satu bakteri ureolitik yang paling kuat adalah S. pasteurii. Ini 
adalah bakteri berbentuk batang aerob, membentuk spora. Ia menggunakan 
urea sebagai sumber energi dan menghasilkan amonia yang meningkatkan pH 
di lingkungan dan menghasilkan karbonat, menyebabkan Ca
2 + 
dan CO3
2-
 
diendapkan sebagai CaCO3  (Stocks-Fischer, et al., 1999 ; Kroll, 1990).  
Bakteri Ureolitik memberikan keuntungan pada formasi batu pasir 
untuk mengkonsolidasikan material lepas, sangat penting untuk menjaga 
permeabilitas sampel yang disemen sehingga air bergerak melalui rongga di 
batu.  Hal ini akan berfungsi menghambat kerusakan akibat pencatatan air 
oleh kultur sementasi. Retensi permeabilitas terbukti dengan absorbansi air 
yang direkam dalam permukaan biocemented (Tiano et al., 1999). 
Sel-sel bakteri yang sudah teridentifikasi dengan jelas bisa  digunakan 
kembali 2-3 kali (Whiffin, 2004) dan lebih dari 20 kali (Al-Thawadi, 2008) 
dalam aplikasi kalsium dan urease saja. Oleh karena itu, menggunakan 
kembali sel in-situ adalah proses penghematan biaya karena biaya kultur sel 
tidak dipertimbangkan. Selain itu, konsolidasi media berpori dapat dicapai 
dengan penggunaan langsung kultur bakteri tanpa perlu membuat konsentrasi 
tertentu dari sel bakteri ureolitik atau ekstrak urease dari bakteri. Dengan 
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demikian, tidak perlu pengolahan tambahan untuk kultur bakteri untuk 
menghasilkan batu pasir. 
 
Gambar 2.5 Gambar mikroskopis ringan kristal Kalsit yang diproduksi oleh bakteri 
ureolitik yang mengikat dua partikel pasir  
Sumber : Al-Thawadi, 2008 
 
2.3 Penentuan aktivitas enzim urease 
Urease dan substratnya urea merupakan tonggak penting dalam suatu 
penelitian awal ilmiah (Mora dan Arioli, 2014). Urease diproduksi oleh 
banyak spesies bakteri beragam yang termasuk flora normal dan non-patogen 
(Mobley, 2001). Enzim urase bertanggung jawab untuk mengkatalisis 
hidrolisis urea untuk menghasilkan ion amonia dan karbonat (Mobley dan 
Hausinger, 1989). Mikrobial ureases adalah metalloenzymes multi-subunit 
yang menghidrolisis substrat urea untuk membentuk asam karbonat dan dua 
molekul amonia (Mobley et al., 1995). Degradasi urea memberikan amonium 
kemampuan untuk mengintegrasi ke dalam metabolit intraseluler dan 
memungkinkan kelangsungan hidup mikroorganisme di lingkungan asam 
(Collins dan D'Orazio, 1993, Mobley et al., 1995). 
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Aktivitas Urease (UA) adalah aktivitas hidrolisis urea yang dihasilkan 
oleh enzim urease per menit (Alhour, 2013). Pengaturan aktivitas enzim 
sangat penting untuk efisiensi energi dalam fungsi sel, namun tidak semua 
enzim wajib beraktivitas sepanjang waktu dan sintesisnya dapat berubah 
menjadi ―off‖ (ditekan) atau ―on‖ (diinduksi) tergantung ada atau tidak 
adanya metabolit (Whiffin, 2004). Jenis kontrol genetik ini sering diatur oleh 
sel pada tingkat transkripsi dimana RNA messenger dihasilkan dari templat 
DNA (Ratledge, 2001; Lewin, 1994). 
Bakteri yang mampu menghasilkan enzim urease akan menunjukkan 
perubahan warna pada medium uji aktivitas enzim urease dari warna kuning 
menjadi merah muda. Perubahan warna yang terjadi menjadi dasar penetuan 
adanya aktivitas enzim urease oleh bakteri. Perubahan warna 
mengindikasikan perubahan pH 7,0 (normal) yang di uji dengan indikator 
phenol red. Perubahan pH ini merupakan aktivitas dari bakteri yang 
menghasilkan enzim urease yang mampu menghidrolisis urea dan ammonia 
(NH3) sebagai hasil dari aktivitas ureasenya. Berubahnya media yang 
mulanya berwarna kuning menjadi pink atau merah muda merupakan 
peningkatan pH menjadi basah (Gusmawati dkk, 2001). 
 
2.4 Isolasi dan identifikasi bakteri  
Banyaknya mikroorganisme baik ditanah, udara, air bahkan di tubuh 
makhluk hidup sangat beragam. Mereka berada dalam populasi campuran 
baik dari yang patogen maupun non-patogen. Maka dari itu dilakukan isolasi 
dan identifikasi untuk mendapatkan spesies bakteri atau mikroorganisme 
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yang kemudian dilakukan penelitian lebih lanjut (Waluyo, 2004). Ada 
beberapa teknik isolasi dan penanaman mikroba yang digunakan. 
 
1. Teknik isolasi dan penanaman bakteri 
a. Spread plate method (metode cawan sebar/ tebar) 
Tekni spread plate merupakan teknik isolasi mikroba dengan 
cara mengambil kultur bakteri dalam jumlah tertentu kemudian 
meratakan menggunakan batang spreader. 
b. Pour plate method (metode cawan tuang) 
Teknik pour plate merupakan teknik isolasi bakteri dengan 
cara menuangkan suspensi bakteri pada media yang belum memadat 
pada suhu (>45
0
C), hal ini bertujuan agar bakteri bisa tumbuh tidak 
hanya di permukaan namun juga di dalam medium agar, supaya ada 
bakteri yang tumbuh di kondisi kaya akan O2 dan pada kondisi 
minim O2. 
c. Streak plate methode (metode cawan gores) 
Teknik cawan gores merupakan teknik isolasi bakteri yang 
umumnya digunakan untuk memisahkan bakteri jenis satu dengan 
yang lain yang biasanya digunakan untuk memurnikan suatu isolat 
bakteri dan meremajakan. Teknik ini yaitu mengambil suspensi 
bakteri menggunakan jarum ose secara aseptis dan digoreskan 
dipermukaan media agar (Jutono dkk, 1980). 
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2. Identifikasi bakteri 
a. Makroskopis
 
Gambar 2.6 Morfologi koloni bakteri dari bentuk koloni, elevasi, dan tepi koloni 
Sumber: Prescott et al, 2005 
   
1) Ukuran  
Bakteri memiliki ukuran yang berbeda-beda antara lain titik, 
kecil, moderat atau sedang, dan besar. 
2) Pigmentasi (warna koloni) 
Setiap spesies bakteri meiliki variasi warna yang berbeda 
menjadi salah satu kunci identifikasi warna-warna koloni bakteri 
yaitu putih, kuning, merah, ungu, dan lain-lain. 
3) Form (bentuk koloni) 
Bentuk koloni bakteripun bermacam-macam ada yang 
berbentuk circular (bulat, bertepi), irreguler (tidak beraturan, 
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bertepi), dan rhizoid (bentuk seperti akar, pertumbuhan 
menyebar). 
 
 
4) Margin (tepi koloni) 
Koloni bakteri memiliki tipe margin yang berbeda-beda 
seperti entire (tepian rata), lobate (tepian berlekuk), undulate 
(tepian bergelombang), serrate (tepian bergerigi), dan 
filamentous (tepian seperti benang-benang). 
5) Elevasi 
Pengukuran elevasi pada koloni diperlukan untuk mengetahui 
ketinggian pertumbuhan koloni bakteri. Beberapa diantaranya 
elevasi pada koloni bakteri yaitu flat (ketinggian tidak teratur, 
jika dilihat hampir rata dengan medium), raised (ketinggian 
benar-benar terlihat, namun rata pada seluruh permukaan), 
convex (bentuk cembung seperti tetesan air), dan umbonate 
(bentuk cembung dan pada bagian tengah terlihat lebih 
cembung). 
b. Pewarnaan Gram  
Identifikasi bakteri secara mikroskopik merupakan 
pengamatan bakteri di bawah mikroskop melalui pewarnaan 
gram. Pengamatan mikroskopis melalui pewarnaan gram ini 
bertujuan mengetahui bentuk dan ukuran bakteri yang sangat 
kecil (berukuran mikroskopis) yakni rata-rata berukuran lebar 
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0,5-1 mikron dan panjang hingga 10 mikron (1 mikron = 10
-
3
mm), karena ukurannya yang sangat kecil itu dibutuhkan zat 
warna yang bisa mengisi tubuhnya agar bisa diamati bentuknya 
(Koes Irianto, 2007). 
 
 
Gambar 2.7 Prinsip dan  Prosedur Pewarnaan Gram  
Sumber : Bailey and Scott, 1994 
 
Christian Gram seorang ahli bakteriologi Denmark 
menemukan suatu pewarnaan bertingkat yang dinamakan 
pewarnaan Gram. Pewarnaan Gram dibagi menjadi dua 
kelompok, yakni bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. 
Bakteri Gram positif berwrna ungu yang disebabkan oleh 
kompleks warna kristal violet-iodium yang tetap dipertahankan 
meskipun diberi zat peluntur (dekolorisasi). Sedangkan Gram 
negatif berwarna merah disebabkan oleh kompleks warna larut 
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saat dilakukan proses dekolorisasi yang kemudian mengambil 
warna pada zat warna kedua yang berwarna merah yakni safranin. 
Perbedaan yang tersebut disebabkan karena perbedaan struktur 
dinding sel kedua bakteri tersebut (Lud Waluyo, 2008). 
Bakteri gram negatif memiliki 3 lapisan dinding sel. Lapisan 
terluar terdiri dari lipopolisakarida (lipid) kemungkinan tercuci 
alkohol saat proses dekolorisasi, sehingga pada saat diwarnai 
menggunakan safranin akan berwarna merah. Bakteri gram positif 
memiliki satu lapis sel berupa peptidoglikan yang tebal. Setelah 
diwarnai menggunakan kristal violet pori-pori dinding sel 
menyempit akibat proses dekolorisasi, sehingga saat dilakukan 
pewarnaan menggunakan safranin tetap mempertahankan warna 
ungu (Hidayat et al, 2008). 
 
Gambar 2.8 Morfologi sel bakteri dari pewarnaan Gram 
Sumber : Bailey and Scott, 1994 
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Tiga bentuk tipe yang umum yaitu berbentuk bulat (coccus), 
berbentuk batang (bacil),  dan berbentuk spiral atau spirillium. 
Pengamatan secara mikroskopis ini menggunakan pewarnaan 
gram positif dan gram negatif.  
 
c. Uji Aktivitas Biokimia 
Uji biokimia didasarkan pada kemampuan metabolisme 
yang disebabkan oleh daya kerja enzim dari masing-masing 
bakteri. Karena identifikasi bakteri tidak cukup hanya dengan 
mengetahui bentuk makroskopis atau mikroskopis suatu bakteri 
saja, namun sifat biokimia dari suatu bakteri juga sangat 
menentukan genus atau spesies suatu bakteri (Bibiana, 1994). 
Uji biokimia yang biasa dilakukan adalah uji katalase, uji 
fermentasi karbohidrat, uji oksidase, uji H2S, uji protease, dan uji 
indol (Cappucino dan Sherman, 1987).  
Menurut Bibiana (1994), uji biokimia suatu bakteri terdiri 
atas : 
1. Uji H2S 
Uji H2S digunakan untuk mengetahui adanya enzim 
desulfurase pada bakteri yang dapat menguraikan asam amino 
sistein menjadi asam disulfida (H2S). Sistein merupakan 
merupakan asam amino yang mengandung sulfur dan tidak 
terkandung dalam semua protein. Pada kondisi anaerobik, 
sistein mula-mula akan dipecah menjadi 2 molekul sistein dan 
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kemudian sistein akan dipecah menjadi H2S, ammonia, asam 
asetat dan asam format. Sedangkan pada kondisi aerobik, 
sistein akan mengalami disimilasi dan menghasilkan H2S 
(Salle, 1961). 
 
 
2. Uji Katalse 
Enzim katalase merupakan enzim yang berfungsi untuk 
mengakatalisasikan penguraian hydrogen peroksida (H2O2) 
menjadi air dan O2. Hydrogen peroksida bersifat toksik karena 
dapat menginaktivasikan enzim dalam sel. Hydrogen peroksida 
terbentuk saat proses metabolisme aerob, sehingga 
mikroorganisme yang tumbuh dilingkungan aerob harus 
menguraikan bahan toksik tersebut.  
Uji katalase berguna dalam identifikasi kelompok bakteri 
tertentu pada bakteri berbentuk coccus, uji katalase digunakan 
untuk membedakan bakteri Staphylococcus dan Streptococcus. 
Kelompok bakteri Staphylococcus bersifat katalase-positif dan 
Streptococcus bersifat katalase-negatif. 
Mekanisme enzim katalase dalam memecah H2O2 yaitu 
pada saat melakukan respirasi, bakteri menghasilkan berbagai 
macam komponen salah satunya H2O2, bakteri yang memiliki 
kemampuan dalam memecah H2O2 dengan enzim katalase akan 
membuat pertahanan dari toksik H2O2 yang dihasilkan oleh 
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metabolismenya sendiri. Bakteri katalase positif akan 
memecah H2O2 menjadi H2O dan O2 yang ditunjukkan dengan 
adanya gelembung-gelembung oksigen yang terbentuk. 
3. Uji Fermentasi Gula 
Uji fermentasi gula merupakan suatu uji yang digunakan 
untuk mengetahui kemampuan mikroorganisme dalam 
memfermentasi gula. Uji fermentasi gula ini yakni dengan 
media gula sukrosa, laktosa, dan glukosa dengan konsentrasi 
1% dalam pepton water. Masing-masing media gula-gula 
ditambahkan indikator phenol red sehingga media berwarna 
merah. Hasil positif (+) dari uji ini yaitu ditunjukkan pada 
berubahnya warna media yang merah menjadi berwarna 
kuning serta sebagian membentuk gas yang artinya 
mikroorganisme mampu memfermentasikan gula. Sedangkan 
hasil negatif (-) ditunjukkan dengan warna media yang tetap 
berwarna merah (Adam, 2001). 
4. Uji MIO (Motilty Indole Ornithin) 
Uji ini menggunakan media semi solid dengan media MIO 
(Motilty Indole Ornithin) untuk mengetahui motilitas bakteri, 
kemampuan bakteri dalam membentuk indole dan ornithin. 
Bakteri yang motil ditandai dengan pertumbuhan bakteri 
menyebar dari garis tusukan, sedangkan bakteri yang non-
motil hanya tumbuh pada daerah bekas tusukan saja. Uji indole 
dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 
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menghasilkan indol dari trypthopan. Pengujian dilakukan 
dengan menambahkan 5 tetes reagen kovacs  pada bakteri pada 
media MIO yang telah diinkubasi selama 1x24 jam. Indole 
positif ditandai dengan terbentuknya lapisan tipis cincin merah 
antara medium dan reagen. Pembentukan ornithin ditandai 
dengan terjadinya perubahan warna medium menjadi kuning. 
5. Uji Sitrat  
Uji sitrat merupakan uji yang digunakan untuk mengetahui 
kemampuan mikroorganisme dalam menggunakan sitrat 
sebagai sumber energi. Medium yang digunakan dalam uji ini 
adalah medium Simmons Citrate Agar (SCA) yang merupakan 
medium sintetik yang terdiri dari Na sitrat sebagai satu-satunya 
sumber karbon, NH
4+
 sebagai sumber N dan bromthynol blue 
sebagai indikator pH. Apabila bakteri mikroorganisme mampu 
menggunakan sitrat, maka asam akan dihilangkan dari 
medium, sehingga pH akan meningkat dan mengubah warna 
dari hijau menjadi biru (Lay, 1994).  
6. Uji MR (Methyl Red) 
Uji Methyl Red merupakan suatu uji yang digunakan untuk 
menentukan adanya fermentasi asam campuran. Beberapa 
bakteri akan memfermentasikan glukosa dan menghasilkan 
berbagai produk yang bersifat asam sehingga pH media 
pertumbuhannya akan turun menjadi 5.0 atau lebih rendah.  
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Methyl Red berwarna merah pada pH 4.4 dan berwarna kuning 
dalam lingkungan dengan pH 6.2.  
Bakteri yang memfermentasi glukosa pada medium MR-VP 
akan menghasilkan produk akhir berupa asam campuran 
seperti asam laktat, suksimat, format, dan bercampur dengan 
CO2, H2 dan etanol. Akumulasi dari asam-asam ini dapat 
menurunkan pH menjadi 5 atau kurang, maka jika 
ditambahkan reagen Methyl Red pada medium biakan akan 
berwarna merah, yang menandakan bahwa mikroorganisme 
tersebut merupakan penghasil asam campuran.  
7. Uji VP (Voges-Proskeuer) 
Uji VP menggunakan media MRVP yakni media yang 
mengandung pepton glukosa phospat. Uji VP dilakukan untuk 
mengetahui pembentukan asetil metil karbinol (asetoin) dari 
hasil fermentasi gula. Hasil negatif ditandai dengan tidak 
berubahnya warna media menjadi merah setelah ditambahkan 
α-naftol 5% dan KOH 40%. Sedangkan hasil positif ditandai 
dengan terjadinya perubahan warna media menjadi merah 
setelah ditambahkan α-naftol 5% dan KOH 40%, hal ini 
menunjukkan bahwa hasil akhir dari fermentasi bakteri adalah 
asetil metil karbinol (asetoin) (MacFaddin, 1980). 
8. Uji Urease 
Uji urease digunakan untuk melihat bakteri yang mampu 
menghasilkan enzim urease. Beberapa mikroorganisme mampu 
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menghasilkan enzim urease yang mampu menguraikan 
mikromolekul urea ((NH2)2CO) menjadi karbondioksida (CO2) 
dan ammonia (NH3). Ammonia yang dihasilkan akan 
meningkatkam pH media yang menjadi bersifat basa dengan 
perubahan media berwarna orange menjadi berwarna deep 
pink. 
 
 
9. Uji Lysin Iron Agar (LIA) 
Uji LIA dilakukan untuk mengetahuiokemampuan bakteri  
dalam memproduksioLysine Dikarboxylase dapat diketahuio 
dan juga produksi H2S. Lysin Iron Agar adalah agar semi solid 
yang mengandung dekstrose dan L-lysineosebagai 
unsuroutama serta brom cresolopurple sebagai indikator. Jika 
bakteriohanyaomemfermentasiodekstrosomakaodasarnyaoakan
oberwarna kuning, tetapi bakteri yang memfermentasi dekstros 
serta mendekarboksilase L-lysine, maka pH kembali menjadi 
alkali sehingga akan terlihat medium secara 
keseluruhanoberwarnaoungu dengan adanya indikator brom 
crose purple. Uji LIA dilakukanodengan mengambil satu ose 
biakanobakteril, kemudian dimasukan ke dalam dasarotabung 
agar dan dioleskanoke seluruh permukaanya kemudia 
diinkubasi pada suhu 37ºC selama 24 jam. Terjadinya warna 
ungu pada seluruh bagian berarti tes positif. Jika tidak ada 
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perubahan warna atau dasarnya berwarna kuning maka tes 
dinyatakan negatif (Buller, 2004). 
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BAB III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
3.1 Jenis  Penelitian 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian deskriptif 
yang meliputi isolasi dan identifikasi bakteri ureolitik serta uji kemampuan 
presipitasi kalsium karbonat (CaCO3) dari Gua Kembar di kawasan karst 
Malang, Jawa Timur.  
 
3.2 Waktu dan Lokasi Penelitian 
Pengambilan sampel akan dilakukan di Gua Kembar kawasan karst yang 
berada di desa Kedungsalam kecamatan Donomulyo Kabupaten Malang, Jawa 
Timur. Penelitian dilakukan pada bulan Januari-bulan Desember 2019. 
Pemilihan gua didasarkan pada tipe gua, banyaknya ornamen dalam gua, 
kemudahan untuk dijangkau serta belum adanya penelitian terkait bakteri 
pembentuk kalsium karbonat (CaCO3) di gua tersebut. Analisis dan identifikasi 
sampel dilakukan di Laboratorium Terintegrasi Universitas Islam Negeri Sunan 
Ampel Surabaya. Jadwal penelitian ini dapat dilihat dalam Tabel 3.1. 
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Tabel 3.1 Jadwal Penelitian 
No. Kegiatan 
Bulan  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1. 
Preparasi alat bahan di 
lapangan  
            
2. 
Pengambilan sample di 
lapangan 
            
3. 
Preparasi alat bahan 
dilaboratorium 
            
4 
Isolasi dan purifikasi sampel 
tanah dari lapangan  
            
5. 
Pengamatan makroskopis 
isolat murni 
            
6. Uji aktiviitas enzim urease 
            
7. Uji presipitasi CaCO3 
            
8. 
Identifikasi mikroskopis 
(pewarnaan gram dan uji 
fisiologis) 
            
9. Analisis data dan pembahasan 
            
 
3.3 Alat dan Bahan Penelitian  
3.3.1 Alat-Alat  yaang digunakan 
Beberapa alat yang digunakan saat pengambilan sampel di gua yaitu 
cool box, skop kecil, botol urin, tisu dan alkohol 70%. Alat-alat untuk 
analisis di laboratorium adalah autoklaf, laminar air flow (LAF), oven, 
inkubator, spektrofotometer, shaker water bath, neraca analitik, kompor, 
botol schott 25 ml, tabung reaksi, rak tabung reaksi, cawan petri, gelas 
ukur 100 ml, pipet volume 10 ml, spatula, pengaduk, kaca, jarum ose, 
mikropipet 1000 µL, erlenmeyer 250 ml dan 500 ml, tabung durham, 
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corong, alumunium voil, plastic wrap, bunsen, tip 1000 µL, beaker glass 
500 ml, batang spreader,  vortex, objek glas, kapas, spidol F, kertas label.  
3.3.2 Bahan-bahan yang digunakan 
Sampel tanah dari kawasan  karst Gua Kembar Malang, urea, 
NaHCO3, NH4Cl, media Nutrient Broth (NB), CaCl2.H2O , agar, aquades, 
NaOH 2M, media urea agar, NaCl fisiologi 0,85%, kertas pH, kristal 
violet, lugol, safranin, alkohol 70%, gula sucrose, glukosa, laktosa, 
indikator phenol red, media cimmon citrate, media Triple Sugar Iron Agar 
(TSIA), media Motilitas Indol Ornithin (MIO), reagen kovacs, media 
Methyl Red Voges-Proskauer (MRVP), methyl red, KOH 40%, alfa naftol 
5%,  H2O2 3%, dan kertas saring. 
 
3.4 Prosedur Penelitian 
3.4.1 Preparasi sampel serta alat dan bahan 
a. Pengambilan sampel tanah dari gua Kembar di kawasan karst Malang, 
Jawa Timur.  
Pengambilan sampel di gua Kembar dari kawasan karst Malang, 
Jawa Timur dilakukan di tiga zona pada gua yaitu pada zona terang, 
zona remang, dan zona gelap total dengan masing-masing zona diambil 
sampel pada lantai gua dan dinding gua, sampel yang didapatkan 
berjumlah enam. Pengambilan sampel dilakukan secara random dan 
dimasukkan ke dalam botol urin yang  disterilkan menggunakan alkohol 
70%. Kemudian diberi identitas sampel yang berisi tempat atau lokasi 
pengambilan sampel (kota), tanggal, lantai gua atau dinding gua, dan 
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zona-zona yang ada digua dan disimpan didalam coolbox yang berisi 
gel ice untuk dianalisis di dalam laboratorium. 
b. Sterilisasi alat dan media 
Alat-alat yang diperlukan dicuci bersih kemudian dikering 
anginkan. Kemudian dibungkus dengan kertas dan dimasukkan di 
dalam plastik tahan panas, sedangkan untuk media yang sudah dibuat di 
tutup dengan kapas dan aluminium foil, kemudian alat-alat dan media 
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121
0
C pada tekanan 1 
atm selama 15 menit untuk media dan 20 menit untuk alat. 
c. Sterilisasi Laminar Air Flow (LAF) 
Ruang kerja untuk inokulasi bakeri di dalam Laminar Air Flow 
(LAF) harus disterilisasi terlebih dahulu agar tidak terjadi kontaminasi 
saat inokulasi. LAF disemprot  dengan alkohol 70% untuk dibersihkan, 
kemudian alat dan media yang sudah disterilisasi di masukkan ke dalam 
LAF lalu disterilisasi secara radiasi menggunakan lampu UV selama 
20-30 menit.  
3.4.2 Pembuatan media  
a. Pembuatan NaCl Fisiologis 0,85% 
Pembuatan garam Fisiologis 0,85% dibutuhkan 1000 ml aquades 
steril dan 8,5 gram NaCl. 
b. Pembuatan stok urea steril 
Urea sebanyak 20 gram dilarutkan dalam 5 ml aquades steril, 
kemudian dihomogenkan dan disterilisasi menggunakan steryl syringe 
Whatmann 0,45 µm secara aseptis di dalam botol schott steril  
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c. Pembuatan media Calcium Carbonate Precipitation (CCP) 
Pembuatan media Calcium Carbonate Precipitation (CCP) dalam 
komposisi 1000 ml dibutuhkan sebanyak 20 gram  urea, 2,12 gram 
NaHCO3, 10 gram NH4Cl, 3 gram Nutrient Broth, 30 mM CaCl2, 
20gram agar, pH diatur 8,5 dengan NaOh 2M. Media CCP 1000 ml 
tanpa urea disterilisasikan dengan autoklaf pada suhu 121
0
C pada 
tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah media CCP disterilissai 
ditambahkan urea steril 20 ml secara aseptis di dalam Laminar Air Flow 
(LAF), karena sifat urea yang mudah rusak pada titik didih tinggi maka 
penambahan urea dilakukan setelah media CCP disterilisasi dalam 
autoklaf, urea disterilisasi menggunakan syringe sterile whatmann 
0,45µL (Weit et al., 2015). 
d. Pembuatan media urea agar 
Komposisi per 100 ml mengandung 0,9 gram urea basebroth dan 
5 ml urea 40% (Hammes et al, 2003). 
e. Pembuatan media NB-U/Ca  
Komposisi pembuatan media NB-U/Ca dalam 1000 ml aquades 
adalah 3 gram nutrient broth, 20 gram urea, dan 28,5 gram CaCl2.H2O 
(Krishnapriya et al, 2015). 
3.4.3 Isolasi dan purifikasi bakteri ureolitik 
Isolasi bakteri dari sampel tanah dari gua Kembar di kawasan 
karst Malang, Jawa Timur. Sampel tanah ditimbang sebanyak 1 gram 
dan dimasukkan ke dalam 9 ml NaCl Fisiologis 0,85%, dihomogenkan 
menggunakan vortex, kemudian dibuat pengenceran bertingkat hingga 
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10
-4
, diambil 100 µL dari pengenceran 10
-3
 dan 10
-4 
mLdibuat dua 
ulangan (duplo) dan diinokulasikan ke dalam cawan petri berisi media 
selektif CCP dengan metode spread plate kemudian di inkubasi selama 
7 hari  dalam suhu ruangan 25
0
C. Selanjtnya isolat dimurnikan 
menggunakan metode 16 goresan hingga didapatkan isolat yang 
seragam. 
3.4.4 Uji aktivitas enzim urease 
Isolat yang telah terpilih selanjutnya diuji aktivitas ureasenya 
dalam media urea agar. Isolat diambil sebanyak 1 ose dan 
diinokulasikan ke dalam media urea agar. Kemudian diinkubasi selama 
1-2 hari dalam suhu ruangan. Jika terjadi perubahan dari media urea 
agar yang berwarna orange menjadi berwarna merah muda atau deep 
pink maka isolat yang dipilih tersebut mampu menghidrolisis enzim 
urease (Hammes et al, 2003). 
3.4.5 Uji presipitasi CaCO3 isolat bakteri ureolitik pada media NB-U/Ca 
Isolat-isolat bakteri yang telah diperoleh, kemudian dibuat 
inokulum dengan total populasi 10
8
 CFU/ml. Suspensi bakteri dibuat 
dengan menambahkan beberapa ose bakteri pada erlemeyer berukuran 
250 ml yang berisi 30 ml NaCl fisiologis 0,85%, kemudian 
dihomogenkan menggunakan vortex, suspensi bakteri dimasukkan ke 
dalam tabung kuvet beberapa ml untuk diukur absorbansinya pada 
spektrofotometer. Pembuatan inokulum 10
8
 CFU/ml ini menggunakan 
standar Mc. Farland 0,5 (setara dengan ± 10
8 
CFU/mL, λ65 nm= 0,08-
0,1 untuk bakteri dan 1x10
6 – 5x106 CFU/mL, λ600 nm= 0,08-0,1 untuk 
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fungi) (Bailey dan Scott, 1994). Penambahan isolat bakteri atau NaCl 
fisiologis ditambahkan teus-menerus hingga absorbansinya mencapai 
0,1.  
Inokulum 10
6
 CFU/ml dibuat dua ulangan, dari masing-masing 
isolat diambil 0,6 ml kemudian diinokulasikan kedalam 30 ml media 
NB-U/Ca dan diinkubasi selama 7 hari di atas shaker pada kecepatan 
130 rpm dengan suhu 30
0
C. Hasil dari presipitasi dari masing-masing 
isolat disaring menggunakan kertas saring (Whatman No. 42) kemudian 
dikeringkan dalam oven pada suhu 60
0
C selama 3 jam lalu ditimbang. 
Perhitungan berat presipitat (CaCO3) yang dihasilkan menggunakan 
rumus yang dijelaskan oleh Krishnapriya et al. (2015) sebagai berikut : 
   
 
 
Keterangan : 
Wc  : Berat presipitat CaCO3 
Wfc  : Berat kertas saring dan presipitat CaCO3 
Wf  : Berat kertas saring 
 
3.4.6 Identifikasi bakteri 
Identifikasi bakteri yang dilakukan mengacu pada buku Bergey’s 
Manual of Determinatinative Bacteria. Beberapa identifikasi yang 
dilakukan yaitu secara makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia. 
 
Wc : Wfc - Wf 
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a. Identifikasi bakteri secara makroskopis 
Identifikasi makroskopis bakteri berdasarkan form (bentuk koloni), 
margin (tepi), dan elevasi (Prescott et al., 2005). 
1) Form (bentuk koloni) 
Bentuk koloni bakteri bermacam-macam ada yang berbentuk 
sirkuler (bulat, bertepi), irreguler (tidak beraturan, bertepi), dan 
rhizoid (bentuk seperti akar, pertumbuhan menyebar). 
2) Margin (tepi koloni) 
Koloni bakteri memiliki tipe margin yang berbeda-beda 
seperti entire (tepian rata), lobate (tepian berlekuk), undulate  (tepian 
bergelombang), serrate (tepian bergerigi), dan filamentous (tepian 
seperti benang-benang). 
3) Elevasi 
Pengukuran elevasi pada koloni diperlukan untuk mengetahui 
ketinggian pertumbuhan koloni bakteri. Beberapa diantaranya 
elevasi pada koloni bakteri yaitu flat (ketinggian tidak teratur, jika 
dilihat hampir rata dengan medium), raised (ketinggian benar-benar 
terlihat, namun rata pada seluruh permukaan), convex (bentuk 
cembung seperti tetesan air), dan umbonate (bentuk cembung dan 
pada bagian tengah terlihat lebih cembung). 
b. Identifikasi bakteri secara mikroskopis 
Gelas objek dibersihkan menggunakan alkohol 70% kemudian 
diberi label isolat bakteri yang akan diamati, selanjutnya diteteskan 
aquades dan isolat diambil secara aseptis lalu diratakan diatas gelas 
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objek, difiksasi diatas bunsen hingga isolat menempel. Kemudian 
diteteskan cat Gram A (kristal violet) 2-3 tetes, diratakan selama 1 
menit, setelah itu dibilas dengan air mengalir dan dikeringkan. 
Selanjutnya ditetesi Gram B (lugol atau iodine) selama 1 menit, dibilas 
dengan air mengalir dan dikeringkan. Selanjynya proses dekolorisasi 
ditetesi dengan Gram C (alkohol 96%) selama 30 detik, lalu dicuci 
dengan air mengalir dan dikeringkan. Terakhir ditetesi dengan Gram D 
(safranin) selama 45 detik, dicuci dengan air mengalir kemudian 
dikering anginkan. Selanjutnya dilakukan pengamatan dibawah 
mikroskop, bakteri gram negatif akan terlihat berwarna pink sedangkan 
gram positif berwarna ungu serta pengamatan bentuk bakteri yang 
berbeda-beda (Bailey and Scott, 1994). 
c. Uji Aktivitas Biokimia 
Aktivitas biokimia dalam bakteri merupakan suatu metabolisme 
dari berbagai reaksi kima yang berlangsung dalam tubuh bakteri untuk 
mempertahankan hidup. 
1) Uji Fermentasi gula 
Uji fermentasi gula menggunakan tiga macam gula yaitu 
sukrosa, laktosa dan glukosa dengan komposisi masing-masing 1 
gram dalam 100 ml aquades, peptone water 1 gram dan sedikit 
phenol red hingga media berwarna merah. Setelah media 
disterilisasi disimpan di dalam kulkas pada suhu 3
0
C selama 24 
jam. Isolat murni bakteri sebanyak satu ose diinokulasikan ke 
dalam media gula sebanyak 6 ml dengan tabung durham di 
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dalamnya yang diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37
0
C. Hasil 
positif ditandai dengan berubahnya warna media menjadi kuning 
dan terdapat gelembung di dlam tabung durham (Adam, 2001). 
2) Uji MIO (Motilitas Indol Ornithin) 
Uji motilitas pada isolat bakteri diujikan pada media MIO 
dengan komposisi 31 g dalam 100 ml dan dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi sebanyak 4 ml. Media MIO yang telah disterilisasi 
disimpan dalam kulkas pada suhu 3
0
C selama 24 jam. Isolat murni 
diambil sebanyak satu ose dan ditusukkan pada media semi solid, 
lalu diinkubasi pada suhu 37
0
C selama 1x24 jam. Isolat bakteri 
yang motil media berubah jadi keruh. Ornithin dekarboxylase 
positif berwarna ungu/biru pada daerah anaerobnya sedangkan jika 
negatif berwarna kuning. Indol positif jika terbentuk cincin merah 
saat ditetesi reagen kovaks pada media (Shields dan Cathcart, 
2011). 
3) Uji katalase 
Pengujian katalase diambil biakan isolat murni bakteri 
menggunakan ose kemudian disuspensikan kedalam setetes H2O2 
3% diatas object glass. Jika terbentuk gelembung maka isolat 
positif pada uji katalase (Bisen, 2004). 
4) Uji H2S (Media TSIA) 
Uji H2S dilakukan menggunakan media Triple Sugar Iron 
Agar (TSIA) dengan komposisi 1,5 gram dalam 100 ml. Media 
disterilissai lalu disimpan pada suhu 3
0
C selama 24 jam. Isolat 
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murni bakteri diambil sebanyak satu ose lalu ditusukkan dan 
digoreskan pada media miring TSIA, lalu diinkubasi pada suhu 
37
0
C selama 1x24 jam. Isolat positif ditandai dengan terbentuknya 
warna hitam pada media (Salle, 1961). 
5) Uji Penggunaan Sitrat (media simon citrate agar) 
Uji sitrat menggunakan media simon citrate agar (SCA) 
sebanyak 1,5 gram dalam 50 ml aquades dan setelah disterilissai 
disimpan pada suhu 3
0
C. Diambil isolat murni sebanyak satu ose 
dan digoreskan pada media miring SCA dan diinkubasi pada suhu 
37
0
C selama 1x24 jam. Isolat positif ditandai dengan media yang 
berwarna hijau menjadi biru (Lay, 1994). 
6) Uji Methyl Red (MR) 
Uji MR menggunakan media MRVP sebanyak 2,5 gram 
dalam 50 ml aquades. Media disterilissai lalu disimpan pada suhu 
3
0
C selama 24 jam. Isolat murni sebanyak satu ose dimasukkan ke 
dalam media MR dan diinkubasi selama 1x24 jam. Setelah 
diinkubasi ditambahkan methyl red, isolat yang positif berwarna 
merah pada media MR (MacFaddin, 1980). 
7) Uji Voges-Proskauer (VP) 
Uji VP menggunakan media MRVP sebanyak 2,5 gram 
dalam 50 ml aquades. Media disterilissai lalu disimpan pada suhu 
3
0
C selama 24 jam. Isolat murni sebanyak satu ose dimasukkan ke 
dalam media MR dan diinkubasi selama 1x24 jam. Setelah 
diinkubasi ditambahkan KOH 40% dan alfa naftol, kemudian 
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dihomogenkan menggunakan vortex. Isolat positif ditandai dengan 
warna merah dan kuning atau tidak berwarna pada isolat yang 
negatif (MacFaddin, 1980). 
  
3.5 Analisis Data 
Data yang diperoleh berupa hasil uji kualitatif aktivitas enzim urease dan 
data kuantitatif uji presipitasi CaCO3 oleh bakteri yang dianalisis secara 
statistik deskriptif menggunakan Microsoft Excel 2013. Hasil identifikasi 
bakteri dianalisis secara deskriptif berdasarkan buku Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteria 2nd edition (Noel et al., 1989), Cowan and Steel's 
Manual for the Identification of Medical Bacteria (3rd Ed.) (Barrow, G.I. and 
R.K.A. Feltham, 1993) dan Bailey & Scott’s Diagnostic Microbiology 
Fourtheen Edition (Tille, 2017).
     digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
43 
 
 
BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Hasil 
 4.1.1 Isolasi dan Purifikasi Bakteri Ureolitik 
Isolasi dan purifikasi bakteri tanah pada media selektif Calcium 
Carbonate Precipitation (CCP) yang didapatkan dari sampel tanah di 
kawasan karst Gua Kembar di Desa Kedungsalam Kecamatan Donomulyo 
Kabupaten Malang pada lantai dan dinding gua pada zona gelap, zona 
remang dan zona terang didapatkan 10 isolat dengan karakteristik yang 
berbeda-beda dari bentuk koloni, warna koloni, tepi koloni, dan elevasi 
koloni (Gambar 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4.1. Purifikasi Isolat ZG1a dengan Metode 16 Goresan, 
(a) koloni tunggal (b) beberapa koloni 
Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2019 
 
Adapun beberapa isolat yang telah didapatkan dari proses isolasi 
hingga purifikasi diberikan kode berdasarkan lokasi pengambilan dan kode 
bakteri saat dimurnikan yang disajikan dalam tabel 4.1 sebagai berikut : 
a b 
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Tabel 4.1 Lokasi pengambilan sampel dan Kode Isolat bakteri ureolitik Gua Kembar 
No. Kode Isolat Lokasi Pengambilan 
1 ZG1a Zona Gelap Lantai Gua bakteri a 
2 ZG1f Zona Gelap Lantai Gua bakteri b 
3 ZG2c Zona Gelap Dinding Gua bakteri c  
4 ZG2d Zona Gelap Dinding Gua bakteri d  
5 ZR3c Zona Remang Lantai Gua bakteri c 
6 ZR3f Zona Remang Lantai Gua bakteri f 
7 ZR4a Zona Remang Dinding Gua bakteri a 
8 ZR4d Zona Remang Dinding Gua bakteri d 
9 ZR4e Zona Remang Dinding Gua bakteri e 
10 ZT5a Zona Terang Lantai Gua bakteri a 
Keterangan : kode isolat ganjil adalah lokasi pengambilan bakteri dari lantai gua. 
Sedangkan kode isolat genap adalahn lokais pengambilan bakteri dari 
dinding gua. 
 
 
4.1.2 Uji Kualitatif Aktivitas Enzim Urease 
Isolat bakteri yang berpotensi memiliki kemampuan presipitasi 
kalsium karbonat yang telah diisolasi pada media selektif Calcium 
Carbonate Precipitation (CCP), selanjutnya diuji kemampuannya dalam 
menghidrolisis urea menggunakan enzim urease yang ada padanya melalui 
media urea agar. Hasil positif ditunjukkan dengan berubahnya media urea 
agar yang berwarna orange menjadi deep pink atau pink magenta (gambar 
4.2).  
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Gambar 4.2. Hasil pengamatan isolat bakteri ureolitik pada uji aktivitas enzim urease 
dari kiri ke kanan (1. Kontrol, 2. ZG1a, 3. ZG1f, 4. ZG2c, 5. ZG2d, 6. 
ZR3c, 7. ZR3f, 9. ZR4a, 9. ZR4d, 10. ZR4e, 11. ZT5a) 
Sumber : Dokumentasi Pribadi, 2019 
 
Hasil pengamatan uji aktivitas enzim urease berdasarkan 
kemampuan isolat dalam menghidrolisis urea yang ditunjukkan dengan 
perubahan warna media urea agar memiliki kurun waktu yang berbeda-
beda. Isolat yang memiliki perubahan warna pada media urea agar dalam 
waktu 24 jam termasuk dalam bakteri yang memiliki kemampuan fast 
activity, sedangkan isolat bakteri yang mampu menghidrolisis urea setelah 
lebih dari 24 jam tergolong dalam bakteri yang memiliki kemampuan slow 
activity. Hasil pengamatan yang diperoleh disajikan dalam tabel 4.2. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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Tabel 4.2 Hasil pengamatan uji aktivitas enzim urease 
No. Kode Isolat Uji Enzim Urease Kemampuan Hidrolisis Urea 
1 ZG1a Pink samar (+)  
2 ZG1f Pink kuat (++) 
3 ZG2c Pink kuat (++) 
4 ZG2d Pink samar (+) 
5 ZR3c Pink samar (+) 
6 ZR3f Pink kuat (++) 
7 ZR4a Pink samar (+) 
8 ZR4d Pink samar (+) 
9 ZR4e Pink samar (+) 
10 ZT5a Pink kuat (++) 
Keterangan : + = slow activity atau kemampuan hidrolisis lambat lebih dari 24 jam 
++ = fast activity atau kemampuan hidrolisis cepat kurang atau dalam waktu 24 
jam 
 
4.1.4 Uji Kemampuan Presipitasi Calcium Carbonate (CaCO3) 
Isolat bakteri Ureolitik yang diuji kemampuannya dalam 
mempresipitasi kalsium karbonat (CaCO3) pada media NB-U/Ca dengan 
masa inkubasi yang dilakukan di dalam shaker selama 7 hari dengan suhu 
30
0
C dengan kecepatan 130 rpm. Masing-masing isolat bakteri memiliki 
kemampuan yang berbeda dalam presipitasi kalsium karbonat yang dilihat 
dari berat presipitat kalsium karbonat yang ditimbang beratnya dalam satuan 
gram, endapan presipitat kalsium karbonat berwarna putih berada pada 
permukaan botol (Gambar 4.3).  
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Gambar 4.3 Uji presipitasi kalsium karbonat pada medium NB-U/Ca selama 7 hari 
pada suhu 30
0
C kecepatan 130 rpm: (A) tanpa diinokulasikan bakteri,  
(B) diinokulasikan  isolat ZR4e 
Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2019 
 
Setiap isolat bakteri memiliki kemampuan presipitasi yang berbeda-beda, 
hal ini dapat dilihat pada Gambar 4.4 untuk mengetahui perbedaan presipitat yang 
dihasilkan masing-masing isolat. Hasil presipitat paling tinggi dihasilkan oleh 
isolat ZG2c sebanyak 0,18985±0,02906 gram dan berat presipitat paling sedikit 
dihasilkan oleh isolat ZT5a sebanyak 0,10005±0,019163 gram. digambarkan 
dalam bentuk grafik (Gambar 4.4). 
 
 
 
A B 
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Gambar 4.4. Berat Presipitat Kalsium Karbonat (CaCO3) Isolat Bakteri Ureolitik dengan 
Masa Inkubasi Tujuh Hari pada Suhu 30
0
C Kecepatan 130 rpm 
4.1.3 Identifikasi Genus Isolat Bakteri Ureolitik 
Identifikasi bakteri ureolitik dari gua Kembar, Malang diidentifikasi 
berdasarkan bentuk makroskopis, mikroskopis, dan sifat biokimianya. 
a. Pengamatan Morfologi secara Makroskopik 
Sepuluh isolat bakteri yang didapatkan diamati morfologi koloni 
bakteri berdasarkan bentuk (form), tepi (margin), elevasi, dan warna 
koloni. Hasil pengamatan disajikan dalam tabel 4.4. 
Tabel 4.3 Hasil Pengamatan Makroskopik Isolat Bakteri Ureolitik 
No. 
Kode 
Isolat 
Form Margin Elevasi 
Warna 
Koloni 
1 ZG1a Rhizoid Rhizoid Raised Putih Susu 
2 ZG1f Circular Entire Convex Putih Susu 
3 ZG2c Rhizoid Rhizoid Raised Putih Susu 
4 ZG2d Rhizoid Rhizoid Convex Putih Susu 
5 ZR3c Rhizoid Rhizoid Raised Putih Susu 
6 ZR3f Irregular Undulate Convex Putih Susu 
7 ZR4a Filamentous Filamentous Raised Putih Susu 
8 ZR4d Rhizoid Rhizoid Raised Putih Susu 
9 ZR4e Rhizoid Rhizoid Raised Putih Susu 
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
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10 ZT5a Circular Entire Convex Putih Susu 
b.  Pengamatan secara Mikroskopik 
Dari hasil pewarnaan gram pada isolat bakteri ureolitik didapatkan 
bakteri gram negatif dan gram positif dengan bentuk sel coccobacillus, 
coccus, dan bacil. Hasil pewarnaan gram dan pengamatan bentuk sel 
disajikan dalam tabel 4.5. 
Tabel 4.4 Hasil Pengamatan Mikroskopik Isolat Bakteri Ureolitik 
No. Kode Isolat Sifat Gram Bentuk Sel 
1 ZG1a Positif Coccobacillus 
2 ZG1f Negatif Coccus 
3 ZG2c Positif Coccobacillus 
4 ZG2d Positif Coccobacillus 
5 ZR3c Positif Coccobacillus 
6 ZR3f Negatif Bacillus 
7 ZR4a Positif Coccobacillus 
8 ZR4d Positif Coccobacillus 
9 ZR4e Positif Coccobacillus 
10 ZT5a Negatif Bacillus 
 
c. Uji Aktivitas Biokimia 
Hasil uji aktivitas biokimia pada isolat bakteri ureolitik dari tanah gua 
Kembar disajikan dalam bentuk tabel. Identifikasi isolat bakteri ureolitik 
dari Gua Kembar melalui beberapa metode identifikasi bakteri 
berdasarkan panduan buku Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology didapatkan beberapa genus bakteri, setiap genus memiliki 
karakteristik yang berbeda-beda, dari hasil pengamatan secara 
makroskopis, mikroskopis dan  uji biokimia yang akan disajikan dalam 
bentuk tabel sebagai berikut : 
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Tabel 4.5 Identifikasi Genus Isolat ZG1a, ZG2c, ZG2d, dan ZR4d 
Isolat Gram Shape Katalase Laktosa Glukosa Sukrosa VP Indole 
ZG1a + Rod + - - - + - 
ZG2c + Rod + - - - + - 
ZG2d + Rod + - - - + - 
ZR4d + Rod + - - - + - 
Bacillus  + Rod + - - - + - 
 
Isolat bakteri ZG1a, ZG2c, ZG2d, dan ZR4d dari hasil identifikasi 
masuk dalam genus Bacillus, namun memiliki perbedaan dalam beberapa 
uji biokimia dalam hal ini perlu untuk dilakukan uji lebih lanjut untuk 
mengetahui lebih spesifik spesies dari masing-masing isolat. 
Tabel 4.6 Identifikasi Genus Isolat ZR3c 
Isolat 
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ZR3c + Rod + - - - - - 
Solibacillus  + Rod + - - - - - 
 
Isolat bakteri ZR3c dari hasil identifikasi memiliki kemiripan 
karakteristik bakteri yang mendekati pada genus Solibacillus. 
Tabel 4.7 Identifikasi genus Isolat ZR3f 
Isolat 
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ZR3f - Rods - - - - + - - + - - - 
Yersinia  - Rods + - - - + - V + - - - 
Keterangan : V = reaksi bakteri 90% positif atau 90% negatif tergantung spesiesnya 
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Isolat ZR3f dari hasil identifikasi memiliki kemiripan yang 
mendekati genus bakteri Yersinia. Namun memiliki perbedaan pada uji 
MR yang pada genus bakteri Yersinia seharusnya positif sedangkan pada 
uji indole memiliki keterangan V yakni pada beberapa spesies ada yang 
positif atau ada yang negatif. 
Tabel 4.8 Identifikasi Genus Isolat ZR4a 
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ZR4a + Rods + - + + + + - - W - 
Paenibacillus validus + Rods + - + + + + - - W - 
Keterangan : W = Weak, positif namun lemah  
   
Tabel 4.9 Identifikasi Genus Isolat ZR4e 
Isolat 
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ZR4e + Rods + - + - + + - + + - 
Paenibacillus 
septentrionalis 
+ Rods + - + - + + - + + - 
 
Isolat ZR4a pada Tabel 4.8 dari hasil identifikasi genus bakteri 
memiliki karakteristik yang mendekati genus Paenibacillus, sedangkan 
isolat ZR4e pada Tabel 4.9 memiliki karakteristik yang mendekati pada 
genus Paenibacillus juga. Namun pada isolat ZR4e memiliki karakteristik 
yang mendekati pada spesies Paenibacillus validus dan isolat ZR4e 
mendekati karakteristik isolat bakteri Paenibacillus septentrionalis. 
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Tabel 4.10 Identifikasi genus isolat ZT5a 
Isolat Gram Shape 
K
at
al
as
e
 
M
o
ti
li
ta
s 
U
re
as
e 
H
2
S
 
V
P
 
In
d
o
l 
ZT5a - Rods + - + - + - 
Klebsiella - Rods + - + - + - 
 
Tabel 4.11 Identifikasi genus isolat ZG1f 
Isolat Gram Shape 
K
at
al
as
e
 
O
rn
it
h
in
 
S
it
ra
t 
M
R
 
V
P
 
U
re
as
e 
ZG1f - Coccus + + - - + + 
Neisseria - Coccus + + - - + + 
 
4.2 Pembahasan 
4.2.1 Isolasi dan Purifikasi Bakteri Ureolitik 
Bakteri dari sampel tanah dari gua Kembar yang berada di kawasan 
karst Desa Kedungsalam Kecamatan Donomulyo Kabupaten Malang, 
diisolasi dan dimurnikan menggunakan media selektif Calcium Carbonate 
Precipitation (CCP) agar. Isolat bakteri yang tumbuh diindikasikan 
merupakan bakteri ureolitik yang mampu membentuk kalsium karbonat 
(CaCO3) karena bakteri mampu tumbuh di media selektif CCP, media CCP 
ini mengandung urea dan CaCl2 yang dibutuhkan bakteri ureolitik dalam 
hidrolisis urea untuk memproduksi karbonat dan ammonia (Wei et al., 
2014). 
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Hasil penelitian ini didapatkan sepuluh isolat bakteri yang berhasil 
diisolasi menggunakan media selektif CCP dengan kode sesuai dengan 
lokasi pengambilan. Bakteri berasal dari zona gelap (ZG) yaitu ZG1a, ZG1f, 
ZG2c, ZG2d, dan ZG2c. Bakteri dari zona remang (ZR) yaitu ZR3f, ZR4a, 
ZR4d, dan ZR4e. Bakteri dari zona terang (ZT) yaitu ZT5a. Seluruh isolat 
dimurnikan pada media CCP baru dengan metode 16 goresan (Gambar 4.1) 
dengan tujuan bisa didapatkan kultur yang murni, metode ini dapat 
mempermudah proses pemurnian karena memiliki prinsip kerja goresan 
bertingkat. Isolat dimurnikan hingga seluruh koloni telah seragam. 
Beberapa penelitian pada isolasi bakteri ureolitik menggunakan media 
selektif calcium carbonate precipitation (CCP) untuk mendapatkan isolat 
bakteri ureolitik. Penelitian yang dilakukan oleh Wei et al.(2015), pada 
sedimen laut yang juga diisolasi pada media CCP didapatkan tiga isolat 
bakteri ureolitik. Penelitian Rukmana dan Zulaika (2017), yang dilakukan di 
tiga tempat yaitu pegunungan Suci, bukit Jaddih dan gua Akbar didapatkan 
15 isolat bakteri ureolitik yang berhasil diisolasi menggunakan media CCP. 
 
4.2.2 Uji Kualitatif Adanya Aktivitas Enzim Uresae 
Enzim urease disebut juga sebagai urea amidohidrolases yang 
memiliki peran dalam mengkatalis hidrolisis dari urea menjadi ammonia 
dan karbonat. Urease merupakan enzim yang umum ditemukan dalam 
bakteri, kapang, dan beberapa tanaman tingkat tinggi (Sujoy dan Aparna, 
2013). Enzim urease merupakan enzim yang mengkatalis hidrolisis dari 
urea menjadi ammonia dan karbonat. Enzim ini menggunakan urea sebagai 
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substrat yang akan dihidrolisis menjadi amonia dan asam karbonat sebagai 
produk akhir. Urease berperan dalam memudahkan organisme 
menggunakan urea sebagai sumber nitrogen dan energi (Krajewska, 2009). 
Uji kualitatif enzim urease yang dilakukan pada 10 isolat bakteri 
dari gua Kembar  yang telah terseleksi ditumbuhkan pada media urea agar 
dengan indikator phenol red, isolat bakteri yang positif atau mampu 
menghasilkan enzim urease ditandai dengan perubahan warna media urea 
agar dari oren menjadi berwarna pink atau deep pink. Adanya perubahan 
warna media disebabkan oleh medium yang berisi phenol red sebagai 
indikator perubahan pH. Kesepuluh isolat bakteri yang telah diujikan 
mampu menghasilkan enzim urease. 
 Beberapa penelitian uji kualitatif enzim urease menggunakan 
media urea agar untuk mengetahui bakteri penghasil enzim urease telah 
dilakukan.  Pada penelitian Febria dkk. (2015), di gua Baba Sumatera 
didapatkan 10 isolat bakteri dari flowstone yang  positif menghasilkan 
enzim urease. Penelitian Zulaika dan Rukmana (2017), uji kualitatif enzim 
urease pada isolat bakteri dari pegunungan Suci Gresik, Bukit Jaddih 
Madura dan Gua Akbar Tuban terdapat 15 isolat yang terseleksi. Dari 15 
isolat, terseleksi 8 isolat bakteri yang mampu menghasilkan enzim urease 
yaitu SG 2, SG 3, SG 4, SG 5, JB 2, JB 3, AT 2 dan AT 3.  
Isolat bakteri memiliki kemampuan yang berbeda-beda pada uji 
aktivitas enzim urease, ada yang slow activity atau proses pembentukannya 
lambat lebih dari 24 jam dan fast activity dengan proses hidrolisis urea 
yang cepat dengan waktu kurang lebih 4 sampai 24 jam yang ditunjukkan 
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pada Tabel 4.2 dan Gambar 4.1., Hal ini menunjukkan bahwa isolat bakteri 
yang telah didapat diindikasikan mampu mempresipitasi CaCO3, dengan 
adanya ion karbonat yang dihasilkan tersebut akan mempresipitasi CaCO3 
ketika terdapat sumber kalsisum. Adanya enzim urease diperlukan bakteri 
untuk menghidrolisis urea menjadi ammonia dan CO2, meningkatkan pH 
dan konsentrasi karbonat di lingkungan bakteri (Bharathi, 2012). 
 
4.2.3 Uji Kemampuan Presipitasi Calcium Carbonate (CaCO3) 
Dari sepuluh isolat murni yang telah diuji secara kualitatif dalam 
menghasilkan enzim urease menunjukkan hasil positif yang merupakan 
acuan untuk mengetahui bakteri yang mampu mempresipitasi kalsium 
karbonat (CaCO3) yang selanjutnya diujikan dalam media cair NB-U/Ca 
untuk mengetahui kemampuan presipitasi isolat bakteri. Karbonat 
merupakan hasil dari hidrolisis urea oleh enzim urease yang terdapat 
dalam bakteri, yang dikatalisis oleh enzim urease, bakteri tersebut adalah 
bakteri yang terlibat dalam siklus nitrogen melalui asam amino atau 
hidrolisis urea, bakteri ini  menggunakan asam amino sebagai satu-satunya 
sumber karbon dan energi dimana bakteri tanah termasuk di dalamnya 
(Dhami et al., 2014). Konsumsi asam-asam itu akan meningkatkan pH 
yang mengarah pada pengendapan kalsium karbonat (CaCO3) yang 
bereaksi dengan ion kalsium (Braissant et al., 2002, Knorre and Krumbein, 
2000).  
De Muynck et al. (2010), menjelaskan bahwa urea terdegradasi 
menjadi ammonium dan karbonat yang menyebabkan nilai pH serta 
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konsentrasi karbonat di lingkungan menjadi meningkat. Adanya ion 
kalsium dan urea memiliki peran yang sangat penting dalam proses 
presipitasi kalsium karbonat. Adanya ion kalsium dalam sistem 
menyebabkan terjadinya pengendapan kalsium karbonat ketika tingkat 
jenuh tertentu telah tercapai. Proses presipitasi kalsium karbonat sangat 
dipengaruhi oleh aktivitas enzim urease. Ion kalsium yang berada di dalam 
sistem akan tertarik ke dinding sel mikroorganisme, karena dinding sel 
mikroorganisme bermuatan negatif. 
Dari hasil uji kemampuan presipitasi isolat bakteri dari gua Kembar 
kawasan karst Malang ini menunjukkan bahwa seluruh isolat memiliki 
kemampuan dalam mempresipitasi kalsium karbonat meskipun dengan 
kadar yang berbeda-beda, hal ini terjadi karena setiap isolat memiliki 
kemampuan yang berbeda-beda juga dipengaruhi banyak faktor baik dari 
bakteri atau lingkungan seperti pH, suhu, ukuran bakteri dan konsentrasi 
sel (Anbu et al., 2016, Qabany et al., Soon et al., 2012). Berat presipitat 
yang dihasilkan oleh masing-masing isolat memiliki berat yang variatif, 
dengan hasil berat rata-rata presipitat tertinggi yakni oleh isolat ZG2c 
sebanyak 0,18985±0,029062 gram dan berat presipitat yang paling rendah 
dihasilkan oleh isolat ZT5a dengan berat 0,10005±0,019163 gram. Jumlah 
presipitat yang dihasilkan dalam penelitian ini lebih banyak dibandingkan 
pada penelitian Ningsih dkk.(2017), hasil uji presipitasi yang dilakukan 
menunjukkan bahwa isolat sp. 32, sp. 9, dan sp. 20 mampu membentuk 
kalsium karbonat dengan berat presipitat berturut-turut 0,129 g, 0,126 g, 
dan 0,105 g, setelah diinkubasi selama 7 hari pada medium cair yang 
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mengandung urea dan kalsium. Sedangkan pada penelitian Krishnapraya et 
al. (2015), dalam uji kemampuan presipitasi bakteri dari tanah di pabrik 
semen di dapatkan tiga isolat BI 1, BI 2, dan BI 5 berat presipitat berturut-
turut 0,84 g, 0,82 g, dan 0,76 g. 
Presipitat yang dihasilkan dari masing-masing bakteri dipengaruhi 
beberapa hal salah satunya adalah ketersediaan urea sebagai substrat dalam 
menghasilkan enzim urease yang akan dihidrolisis sehingga bisa menjadi 
sumber nitrogen bagi bakteri. Pada penelitian Bibi et al. (2018), berhasil 
mengisolasi 18 isolat bakteri ureolitik yang kemudian diamati proses 
pertumbuhannya. Isolat Bacillus cereus QBB88 memiliki pertumbuhan 
optimal selama 72 jam inkubasi dalam media dengan 20 gram urea di 
dalamnya. Sedangkan pH mulai naik pada hari kedua dan pH maksimal 
8,27 pada hari ketiga. Hal ini menjelaskan bahwa hidrolisis urea maksimal 
ditunjukkan pada peningkatan pH pada inkubasi 72 jam, hal ini juga 
menjelaskan penghambatan pertumbuhan karena kelebihan substrat (urea) 
atau represi katabolik atau peningkatan pH dalam lingkungan mikro sel. 
Adapun hal lain yang mempengaruhi kemampuan masing-masing 
bakteri adalah struktur dan komposisi genetik bakteri ureolitik untuk 
menjalankan peran penting dalam menghasilkan presipitat komposit 
biominerals (Weiner dan Dove, 2003). Disamping itu, apabila 
mikroorganisme mendapatkan susbstrat yang sesuai dalam proses 
enzimatis dapat mengkatalisasi reaksi kimia yang mengarah pada proses 
presipitasi kalsium karbonat (Paassen et al., 2009, Paassen, 2009). 
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Menurut Jianyun et al. (2016), bakteri ureolitik yang memiliki 
kemampuan dalam menghasilkan kristal CaCO3 memiliki potensi sebagai 
biobeton dalam teknologi biogrouting yang berfungsi memperkuat struktur 
beton. Jika terdapat retak mikro pada beton bakteri berfungsi sebagai self-
healing concentrate yang akan memperbaiki retak mikro pada beton yang 
retak. Pengaplikasian bakteri ureolitik dalam teknologi biogrouting ini 
yaitu dengan cara mencampurkan kultur bakteri penghasil enzim urease, 
substrat (urea), sumber kalsium dan pasir. Cara  tersebut telah 
disederhanakan Reddy et al. (2012), yaitu dengan cara bakteri 
dicampurkan langsung dengan pasir atau diinjeksikan langsung ke pasir. 
Cairan yang diinjeksikan terdiri dari media nutrisi, urea, dan ion kalsium 
yang akan diinjeksikn dengan kecepatan tertentu. sedangkan dalam 
penelitian Ainiyah dkk. (2016), pengaplikasian bakteri ureolitik dalam 
biogrouting yaitu dengan cara mempurifikasi enzim urease, kemudian 
diinjeksikan ke dalam pasir. Menurut Suer et al. (2009), dalam penelitian 
potensi menggunakan biogrouting sebagai pendekatan alternatif pada jet 
grouting untuk menutup retakan atau struktur pilling sheet dan batuan 
dasar. Penelitian mereka menunjukkan bahwa proses biogrouting lebih 
murah daripada jet grouting dan jauh lebih rendah dampak lingkungannya. 
Biogrouting juga menggunakan lebih sedikit air dan menghasilkan lebih 
sedikit limbah. Dengan demikian, pemanfaatan enzim urease dari bakteri 
ureolitik memiliki potensial digunakan dalam teknologi biogrouting. 
 
4.2.4 Identifikasi Genus Bakteri Ureolitik 
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Hasil isolasi bakteri ureolitik dari sample tanah di gua Kembar 
didapatkan 10 koloni isolat bakteri yang berbeda-beda. Isolat bakteri yang 
telah diperoleh diidentifikasi berdasarkan ciri makroskopis, mikroskopis, 
dan uji biokimia, uji biokimia yang dilakukan meliputi uji urease 
menggunakan media urea agar, uji katalase, uji fermentasi gula (sukrosa, 
laktosa dan glukosa), uji Motilitas Indol Ornithin menggunakan media 
MIO, uji MR, uji VP, uji sitrat menggunakan media SCA (Simon Citrate 
Agar), dan uji H2S menggunakan media TSIA (Triple Sugar Iron Agar). 
Dari semua isolat bakteri yang didapatkan dan diidentifikasi 
diperoleh 6 genus bakteri ureolitik dari gua Kembar yaitu genus Bacillus, 
Solibacillus, Yersinia, Paenibacillus, Klebsiella, dan Neisseria. Bakteri 
ureolitik dari gua Kembar yang memiliki kemampuan paling optimal 
dalam presipitasi kalsium karbonat merupakan genus Bacillus (ZG1a) 
sebanyak 0,18985±0,029062 gram dan presipitat paling sedikit dihasilkan 
oleh genus Klebsiella (ZT5a) sebanyak 0,10005±0,019163 gram. 
Berdasarkan beberapa penelitian yang pernah dilakukan bakteri 
ureolitik ditemukan di kawasan gua, batu dan kapur Sarawak, Malaysia 
Timur. Bakteri ureolitik yang berhasil diisolasi dan diuji kualitatif enzim 
ureasenya merupakan bakteri Sporosarcina pasteurii, Sporosarcina 
luteola, dan Bacillus lentus (Omoregie et al., 2016). Bakteri ureolitik pada 
tanah berkapur juga ditemukan di India, dari hasil isolasi yang dilakukan 
ditemukan 5 bakteri yang dapat menghasilkan enzim urease yaitu Bacillus 
megaterium, Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, dan Lactobacillus 
fusiformis (Dhami et al., 2013). Pada penelitian Krishnapraya et al. (2015) 
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dari isolasi tanah di pabrik semen di Tamil Nadu India didapatkan tiga 
isolat bakteri yang mampu mempresipitasi kalsium karbonat dan 
identifikasi sebagai tiga genus B. megaterium BSKAU, B. licheniformis 
BSKNAU, dan B. flexus BSKNAU. 
 
1. Genus Bacillus 
Dari hasil pengamatan secara makroskopis memiliki bentuk 
menyebar seperti akar, tepian seperti akar, dan elevasi timbul pada 
isolat ZG1a, ZG2c, ZG2d dan ZR4d, namun pada isolat ZG2d memiliki 
tepian cembung. Ke empat isolat ini memiliki pigmentasi berwarna 
putih susu. Hasil pengamatan mikroskopis dari pewarnaan Gram 
merupakan bakteri gram positif yang memiliki bentuk coccobacillus. 
Pengamatan uji aktivitas biokimia uji katalase positif, uji laktosa 
negatif, uji glukosa negatif, uji sukrosa negatif, uji VP positif, dan uji 
indole negatif. Pada isolat ZG2d uji ornithin positif sedangkan ketiga 
isolat lainnya negatif. Pada uji MR isolat ZR4d positif sedangkan ketiga 
isolat lain negatif. 
Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa isolat ZG1a, ZG2c, ZG2d, 
dan ZR4d memiliki kesamaan karakteristik dengan genus Bacillus 
sesuai dengan identifikasi bakteri oleh (Holt et al., 1994; Buchanan dan 
Gibbons, 1974) dalam buku Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology 2
nd
 edition. Genus Bacillus memiliki ciri-ciri berbentuk 
batang bisa ditemukan di tanah dan air termasuk di dalam air laut. 
Bacillus merupakan bakteri yang mampu membentuk endospora, 
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bersifat gram positif, bersifat motil bergerak menggunakan flagel 
entritikus, bisa bersifat aerobik atau fakultatif anaerobik serta bersifat 
katalase positif ditandai dengan terbentuknya gelembung saat 
diinokulaiskan di larutan H2O2 (Hydrogen peroxide) dimana bakteri 
genus Bacillus bisa memecah H2O2 menjadi air dan oksigen (O2) 
(Pelczar et al., 1976). 
Genus Bacillus memiliki hasil positif pada uji enzim urease, 
berdasarkan penelitian sebelumnya hal ini menunjukkan bahwa genus 
Bacillus merupakan bakteri ureolitik yang ditandai dengan adanya 
aktivitas enzim urease (Chahal et al., 2011). 
Klasifikasi  
Kingdom  : Bacteria 
Filum : Firmicutes 
Kelas      : Bacili 
Ordo  : Bacillales 
Famili     : Bacillaceae 
Genus  : Bacillus (Holt et al., 1994) 
 
2. Genus Solibacillus 
Hasil pengamatan secara makroskopis isolat ZR3c memiliki bentuk 
koloni seperti akar (rhizoid), tepi seperti akar, elevasi benar-benar 
terlihat (raised) serta warna koloni putih susu. Sedangkan pada 
pengamatan mikroskopis sel bakteri berbentuk coccobacillus atau 
bacillus dan bersifat gram positif. Uji aktivitas biokimia isolat ZR3c 
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menunjukkan hasil positif pada uji katalase. Hasil negatif ditunjukkan 
pada uji fermentasi gula sukrosa, glukosa, dan laktosa serta pada uji 
indole dan VP juga. Dari hasil pengamatan secara makroskopis maupun 
mikroskopis serta hasil uji aktivitas biokimia isolat ZR3c memiliki 
kesamaan dengan karakteristik dengan genus Solibacillus. Genus 
Solibacillus merupakan genus baru dengan salah satu spesies 
Solibacillus silvestris yang dicetuskan pada tahun 2009 oleh 
Krisnamurthi et al yang sebelumnya masuk pada genus Bacillus 
silvestris temuan Rheims et al pada tahun 1999. Umumnya genus 
Solibacillus ditemukan di lapisan atas tanah di hutan. 
Klasifikasi : 
Kingdom : Bacteria 
Filum      : Firmicutes 
Kelas       : Bacili 
Ordo        : Bacillales 
Famili      : Planococcaceae 
Genus      : Solibacillus (Rheims et al., 1999) 
 
3. Genus Yersinia 
Berdasarkan pengamatan karakteristik secara makroskopik isolat 
ZR3f memiliki bentuk koloni bulat (circular), tepian bergelombang 
(undulate), elevasi berbentuk cembung (convex) dengan warna koloni 
putih susu. Hasil pengamatan mikroskopik sel bakteri memiliki bentuk 
sel bacillus (batang) dan bersifat gram negatif. 
     digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
63 
 
 
Pengamatan pada uji kativitas biokimia isolat ZR3f menunjukkan 
hasil yang positif pada uji katalase dengan ditandai terbentuknya 
gelembung saat diinokulasikan pada H2O2 yang menunjukkan bahwa 
bakteri mampu menguraikan zat toksik dengan memecah H2O2 menjadi 
air dan O2 melalui katalisai dari enzim katalase. Pada uji H2S dengan 
media TSIA menunjukkan bahwa isolat ZR3f tidak bisa membentuk 
H2S. Hasil negatif pada uji MIO bakteri bersifat non motil dan tidak 
membentuk indole. Serta hasil negatif juga ditunjukkan pada uji sitrat, 
MR, VP dan positif pada uji aktivitas enzim urease. Berdasarkan 
karakteristik tersebut isolat ZR3f menurut Cowan and Steel (1974), 
memiliki kesamaan karakter dengan genus Yersinia, pada genus 
Yersinia bakteri bersifat aerob hingga fakultatif anaerob, bersifat motil 
in vitro dan non motil in vivo bergantung pada spesies spesifiknya dan 
suhu inkubasi, pada suhu 37
0
C bakteri genus Yersinia non motil dan 
motil pada suhu sekitar 30
0
C. Hanya pada spesies Yersinia pestis selalu 
bersifat non motil. Umumnya bakteri Yersinia kebanyakan diisolasi dari 
air, beberapa jenis ikan, siput dan juga dari manusia (feses, darah, urin, 
limpha), binatang (rodent, burung, babi, hewan ternak), dan tanah. 
Bakteri genus Yersinia sebagian besar merupakan bakteri pathogen 
namun ada juga yang non-pathogen (Holt et al., 1994). 
Klasifikasi :  
Kingdom : Bacteria 
Filum       : Proteumbacteria 
Kelas        : Gammaproteobacteria 
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Ordo         : Enterobacteriales 
Famili      : Enterobacteriaceae 
Genus       : Yersinia (Cowan and Steel, 1974) 
 
4. Genus Paenibacillus 
Berdasarkan pada pengamatan makroskopik koloni bakteri isolat 
ZR4a dan  ZR4e memiliki bentuk seperti akar, tepi seperti akar, elevasi 
timbul (raised) serta berwarna putih susu. Sedangkan pada pengamatan 
mikroskopis isolat ZR4e sel berbentuk coccobacillus dan sifat gram 
positif. 
Karakteristik isolat ZR4a dan ZR4e pada uji aktivitas biokimia 
memiliki hasil positif pada uji katalase. Uji fermentasi gula memiliki 
hasil negatif pada uji gula sukrosa dan laktosa, sedangkan positif pada 
uji gula glukosa. Pada uji MIO tidak menghasilkan indole, bersifat 
motil dan ornithin positif. Hasil positif juga ditunjukkan pada uji VP 
dan aktivitas enzim urease, pada uji sitrat bersifat negatif yang 
menunjukkan bahwa isolat bakteri ZR4e tidak menggunakan sitrat 
sebagai sumber nitrogennya, dimana asam tidak dapat dihilangkan dari 
medium sehingga pH tidak bisa meningkat akhirnya medium tetap 
berwarna hijau bukan biru. 
Berdasarkan Ash et al.,(1994) dalam buku Bergey’s manual of 
Systematic Bacteriology, volume 3: The Firmicutes dari pengamatan 
makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia isolat ZR4e memiliki 
kesamaan karakteristik dengan genus Paenibacillus. Genus 
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Paenibacillus didapatkan dari tanah dan larva lebah madu yang mati. 
Genus Paenibacillus merupakan salah satu organisme yang pathogen. 
 
 
 
 
 
Klasifikasi : 
Kingdom : Bacteria 
Filum       : Firmicutes 
Kelas        : Bacili 
Ordo         : Bacillales 
Famili       : Paenibacillaceae 
Genus        : Paenibacillus (Ash et al., 1994) 
5. Genus Klebsiella 
Berdasarkan pengamatan secara makroskopis isolat ZT5a memiliki 
bentuk bulat, tepi rata, elevasi cembung, dan warna koloni putih susu. 
Sedangkan pada pengamatan mikroskopis isolat ZT5a bersifat gram 
negatif dengan bentuk sel bacill.Sedangkan pada uji biokimia isolat ZT5a 
positif pada uji katalase, urease, bersifat non motil dan bersifat negatif 
pada uji H2S, tidak menghasilkan indole, dan positif pada uji VP .  
Menurut Cowan and Steels (1974) Dari hasil pengamatan 
makroskopis maupun mikroskopis isolat ZT5a memiliki kesamaan 
karakteristik dengan genus Klebsiella, dimana dalam mengetahui 
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kelompok genus Klebsiella hasil positif pada uji VP menjadi salah satu 
kunci yang penting dan umumnya genus ini sebagian besar mampu 
menghidrolisis urea, hal ini menunjukkan bahwa genus Klebsiella 
memiliki aktivitas enzim urease. Menurut Buchanan and Gibbons (1975) 
Umumnya anggota genus Klebsiella ini tersebar di lingkungan tanah dan 
air. Bakteri ini juga ditemukan di saluran pencernaan manusia dan juga 
terdapat di saluran pencernaan mamalia. Genus Klebsiella dalam dunia 
medis sudah tidak asing yang termasuk dalam organisme patogen. 
Klasifikasi : 
Kingdom : Bacteria 
Filum       : Proteobacteria 
Kelas        : Gamma Proteobacteria 
Ordo         : Enterobacteriales 
Family      : Enterobacteriaceae 
Genus       : Klebsiella (Cowan and Steel, 1974) 
 
6. Genus Neisseria 
Berdasarkan pengamatan secara makroskopis isolat ZG1f memiliki 
bentuk koloni bulat, tepi rata, elevasi cembung dan warna koloni putih 
susu. Sedangkan pada pengamatan mikroskopis isolat ZG1f bersifat gram 
negatif dan memiliki bentuk sel diplococcus. 
Berdasarkan uji biokimia isolat ZG1f merupakan bakteri yang 
bersifat katalase positif, uji ornithin positif, uji MR negatif, uji VP positif 
yang ditunjukkan adanya warna merah pada medium yang berarti isolat 
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ZG1f mampu memproduksi acetylmethyl carbinol dari fermentasi 
glukosa, dan uji aktivitas enzim urease positif. uji sitrat menunjukkan 
hasil yang negatif ditandai dengan media yang tetap berwarna hijau tidak 
berubah menjadi warna biru, hal ini menunjukkan bahwa isolat ZG1f 
tidak bisa memfermentasikan asam (simmone sitrat). 
Dari hasil pengamatan secara makroskopis, mikroskopis, dan uji 
biokimia menurut Cowan and Steel (1974) dalam buku Bergey’s of 
Determinative Bacteriology 9
th
 Edition isolat ZG1f memiliki kesamaan 
karakter dengan genus Neisseria yang merupakan gram negatif dengan 
bentuk dua sel coccus atau disebut diplococcus dan tergolong bakteri 
yang bersifat aerobic. Beberapa spesies bersifat pathogen seperti 
Neisseria gonorohea yang menyebabkan penyakit kencing nanah. 
Klasifikasi : 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas  : Betaproteobacteria 
Ordo  : Neisseriales 
Famili : Neisseriaceae 
Genus : Neisseria (Cowan and Steel, 1974) 
 
4.2.5 Integrasi Ayat Al-Quran terhadap Pemanfaatan Bakteri 
Dalam mengerjakan penelitian ini sekiranya kita akan selalu 
mengingat Allah SWT yang telah menciptakan langit dan bumi yang di 
     digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id  digilib.uinsby.ac.id   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
68 
 
 
dalamnya terdapat banyak tanda-tanda kekuasaanNya. Sebagaimana dalam 
firman Allah SWT dalam surat Al Baqarah 2: 26.  
 َِّنإ۞ٱ ه َّللّ  ِۡحهتۡسه ي 
ه
لَ ٓۦ  ا َّن
ه
أهف ۚا هه هقۡوهف ا هه هف اة هضوُعهب ا َّن 
ا
لٗهث هن هِبۡضۡهي ن
ه
أٱ هويِ
َّ
لَّ  ًُ َّى
ه
أ هنوُههلۡعهي هف 
ْ
اوُي هناهء
ٱ  قه
ۡ
لۡ  ا َّن
ه
أ هو ۡۖۡمِِهّب َّر وِنٱ هويِ
َّ
لَّ  هدا هر
ه
أ ٓ اهذا هن هنُولوُقهي هف 
ْ
اوُر هف هكٱ ُ َّللّ  ِ ب 
 لُِضي ۘ
ا
لٗهث هن ا هذَٰ هِهب ًِۦ  ِث
هك ا اير
 ًِِب يِدۡههي هوۦ  ًِِب  لُِضي ا هنهو ۚا اِيرث
هك ٓۦ  
َّ
ِلَإٱ هِيقِسَٰ هف
ۡ
ل ٢٦  
Artinya : Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan 
seekor nyamuk atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-
orang yang beriman, mereka tahu bahwa itu kebenaran dari 
Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata, “Apa maksud Allah 
dengan perumpamaan ini?” Dengan (perumpamaan) itu 
banyak orang yang dibiarkan-Nya sesat, dan dengan itu 
banyak (pula) orang yang diberi-Nya petunjuk. Tetapi tidak 
ada yang Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu selain 
orang-orang fasik.. 
 
Ibnu Katsir menafsirkan katao‖yang lebih kecil dari itu‖ menunjukkan 
bahwa Allah SWT memiliki kuasa untuk menciptakan apa saja, baik yang 
besar atau yang lebih kecil sekalipun. Allah tidak pernah menganggap 
remeh sesuatu pun yang Dia ciptakan meskipun hal itu kecil. Ayat tersebut 
menjelaskan bahwa orang-orang yang beriman meyakini bahwa dalam 
perumpamaan penciptaan yang dilakukan oleh Allah SWT memiliki 
manfaat bagi kehidupan manusia (Al-Mubarok, 2006). Hal ini sebagaimana 
penciptaan Allah terhadap bakteri yang ukurannya lebih kecil dari nyamuk, 
Allah menciptakannmakhluk hidup tidak hanya merugikan tetapi juga 
menguntungkan. Mikroorganisme yang memiliki ukuran sangat kecilkun 
dapat dimanfaatkan dalam banyak hal, salah satunya bakteri ureolitik dari 
gua Kembar Malang yang memiliki kemampuan dalam mempresipitasi 
kalsium karbonat (CaCO3) yang bisa digunakan untuk mengatasi keretakan 
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mikro yang terjadi pada suatu bangunan atau biasa disebut dengan teknologi 
biogrouting.  
Hal ini menunjukkan kekuasaannAllah yang begitu besar untuk 
menciptakannsegala sesuatu yang dikehendakinya.dalam ayat tersebut sudah 
dijelaskan bahwa ada orang-orang yang diberi petunjuk dengan perumpaan 
tersebut. Apabila kita mau meyakini bahwa segala yang Allah ciptakan 
memiliki manfaat, tapi apabila kita tidak mencoba mempelajarinya maka 
kita tidak tahu apa manfaat dari apa yang telah Allah ciptakan. Maka 
seharusnyalahhmanusia memperhatikan dan merenungkannrahmat Allah 
yang Maha Suci karena dengan memperhatikan isi semuanyaaakan 
bertambah yakinlah dia pada keesaanndan kekuasaanNya, akan 
bertambahhluas pulalah ilmuupengetahuannya mengenai alam ciptaanNya 
dan dapat pulaadimanfaatkannya ilmu pengetahuan itu. 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan 
a. Bakteri ureolitik dari gua Kembar didapatkan 10 isolat yang masuk 
dalam 6 genus bakteri yaitu Bacillus, Solibacillus, Yersinia, 
Paenibacillus, Klebsiella, dan Neisseria. 
b. Dari 10 isolat bakteri ureolitik memiliki kemampuan yang berbeda-beda 
dalam uji kemampuan preispitasi kalsium karbonat. Berat presipitat  
tertinggi dihasilkan oleh genus Bacillus (isolat ZG2c) sebanyak 
0,18985±0,029062 gram dan berat presipitat terendah dihasilkan oleh 
genus Klebsiella (isolat ZT5a) dengan berat 0,10005±0,019163 gram. 
 
5.2 Saran 
a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut secara molekuler untuk 
mengetahui hingga tingkat spesies bakteri ureolitik dari gua Kembar, 
Malang. 
b.  Diharapkan isolat bakteri ureolitik dapat diteliti lanjut kemampuannya 
dalam pemanfaatan untuk teknologi biogrouting. 
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